Depuis sa premiere edition publiee il y a plus de vingt ans en 1984, le Manuel 
de securite biologique en laboratoire est toujours le guide pratique auquel 
les laboratoires de tous niveaux se referent en matiere de securite biologique. 
line bonne technique microbiologique et une utilisation judicieuse des 
equipements de securite par un personnel convenablement forme sont,. 
toujours des elements fondamentaux de la securite biologique en laboratoire. 
Cela etant, la mondialisation, les progres importants realises par la 
technologie, I’apparition de maladies nouvelles et les serieuses menaces 
que represented les agents ou les toxines microbiologiques detournes de 
leur usage normal et deliberement introduits dans I’environnement, appellent 
un reexamen des techniques actuellement utilisees dans les laboratoires. 
C’est pourquoi le manuel a ete largement remanie et developpe a I’occasion 
de cette nouvelle edition. 

Le manuel aborde maintenant la question de revaluation du risque et les 
regies de securite a observer dans la mise en oeuvre des technologies de 
recombinaison de I’ADN ; en outre, il propose un certain nombre de principes 
directeurs pour la mise en service des laboratoires et leur agrement. Les 
differents concepts de la securite biologique sont exposes, de meme que la 
reglementation internationale la plus recede relative au transport des 
substances infectieuses. Diverses considerations de securite biologique 
applicables aux laboratoires des etablissements de soins, qui figuraient dans 
d’autres publications de I’OMS, sont egalement reprises dans le manuel. 

Le manuel devrait continuer a etre, pour les pays, un encouragement a mettre 
en oeuvre des programmes de securite biologique ainsi que des codes 
nationaux de bonnes pratiques pour la manipulation, dans de bonnes 
conditions de securite, de materiels biologiques potentiellement infectieux. 
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Avant-propos 


L’Organisation mondiale de la Sante (OMS) a pris conscience depuis longtemps que 
la securite, et en particulier la securite biologique, constitue une question importante 
au plan international. L’OMS a en effet publie la premiere edition de son Manuel de 
securite biologique des 1984. Ce manuel a constitue, pour les pays, une incitation a 
accepter et a appliquer les concepts de base de la securite biologique et a mettre au 
point des recueils nationaux de directives pratiques ou codes de bonnes pratiques 
destines aux laboratoires de leur territoire oil sont manipules des micro-organismes 
pathogenes. Depuis cette epoque, de nombreux pays se sont inspires des indications 
du manuel pour elaborer ces recueils ou codes. Une deuxieme edition en a ete publiee 
en 1997. 

En publiant cette troisieme edition du manuel, consacree aux questions de surete 
et de securite biologiques qui se posent a nous en ce troisieme millenaire, TOMS 
continue de jouer un role pilote dans le domaine de la securite biologique au niveau 
international. Dans la presente edition, 1’ importance d’une attitude responsable du 
personnel est constamment soulignee. De nouveaux chapitres ont ete ajoutes; ils 
portent sur 1’evaluation du risque, les mesures de securite dans la mise en oeuvre de 
techniques utilisant de l’ADN recombinant et le transport d’echantillons biologiques 
infectieux. Des evenements recents ont mis en lumiere les nouvelles menaces que l’on 
pourrait faire peser sur la sante publique en detournant deliberement des agents ou 
des toxines biologiques de leur usage normal pour les liberer dans l’environnement. 
La troisieme edition constitue done egalement une introduction a la notion de surete 
biologique - notamment en ce qui concerne la protection des ressources biologiques 
contre le vol, la perte ou le detournement de ces agents qui pourraient deboucher sur 
une utilisation a mauvais escient dommageable pour la sante publique. Le nouveau 
manuel contient egalement des informations de nature securitaire tirees d’une pu- 
blication de l’OMS intitulee Safety in health care laboratories ( 1 ). 

Cette troisieme edition du Manuel de securite biologique en laboratoire constituera 
un ouvrage de reference et un guide utile aux pays desireux de s’attaquer a la tache 
difficile que represented Elaboration et l’etablissement de recueils nationaux de 
directives pratiques ou de codes de bonnes pratiques, pour une securisation des 


AVANT-PROPOS 


ressources microbiologiques qui n’entrave pas leur utilisation en clinique, dans la 
recherche et en epidemiologie. 



Dr A. Asamoah-Baah 
Sous-directeur general 
Maladies transmissibles 
Organisation mondiale de la Sante 
Geneve, Suisse 
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1. Principes generaux 


Introduction 

Dans tout le manuel, il est fait reference au danger relatif que represented les micro- 
organismes infectieux au moyen d’une classification par groupe de risque (groupes 
de risque de l’OMS 1, 2, 3 et 4). Cette classification par groupe de risque n’est appli- 
cable qu’aux travaux de laboratoire. Ces groupes de risque sont explicites dans le 
tableau 1. 


Tableau 1 . Classification des micro-organismes infectieux par groupe de risque 

Groupe de risque 1 (risque faible ou nut pour les individus ou la collectivite ) 

Micro-organisme qui, selon toute probabilite, ne peut causer de maladie humaine ou animale. 

Groupe de risque 2 (risque modern pour les individus, faible pour la collectivite) 

Germe pathogene capable de provoquer une maladie humaine ou animale mais qui ne presente 
vraisemblablement pas un serieux danger pour le personnel de laboratoire , la collectivite, le 
betail ou I’environnement. Une exposition en laboratoire est susceptible d’entrainer une infection 
grave, mais qui peut etre traitee ou prevenue efficacement; par ailleurs le risque de propagation 
de I’infection est limite. 

Groupe de risque 3 (risque important pour les individus, faible pour la collectivite) 

Germe pathogene qui cause habituellement une grave maladie humaine ou animale, mais qui ne 
se transmet generalement pas d’un individu a I’autre. II existe un traitement et des mesures 
preventives efficaces. 

Groupe de risque 4 (risque important pour les individus comme pour la collectivite) 

Germe pathogene qui cause habituellement une grave maladie humaine ou animale et peut se 
transmettre facilement d’un individu a I’autre, soit directement, soit indirectement. II n’existe 
generalement ni traitement, ni mesures preventives efficaces. 


Les laboratoires sont designes comme suit : laboratoire de base - securite 
biologique niveau 1, laboratoire de base - securite biologique niveau 2, laboratoire 
de confinement - securite biologique niveau 3, laboratoire de confinement a haute 
securite - securite biologique niveau 4. Le niveau de securite biologique est un indice 
composite base sur le type d’organisation, le mode de construction, les moyens de 
confinement et l’appareillage du laboratoire ainsi que sur les pratiques et modes 
operatoires a observer pour travailler sur des agents appartenant aux divers groupes 
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Tableau 2. Rapport entre groupe de risque et niveau de securite biologique, 



pratiques et appareillage 



GROUPE DE 
RISQUE 

NIVEAU DE 

SECURITE 

TYPE DE 

LABORATOIRE 

PRATIQUES 

DE PABORATOIRE 

APPAREILLAGE DE 
SECURITE 

1 

De base - niveau 
de securite 
biologique 1 

Enseignement 
de base 

BTM 

Aucun; 

paillasse sans 
protection 

2 

De base - niveau 
de securite 
biologique 2 

Services de 
sante primaires; 
laboratoire 
d’analyses ou 
de recherche 

BTM et 
vetements 
protecteurs, 
logo de risque 
biologique 

Paillasse sans 
protection et 
ESB contre le 
risque 
d’aerosols 

3 

Confinement - 
niveau de 
securite 
biologique 3 

Diagnostic 

specialise, 

recherche 

Comme niveau 

2, plus 
vetements 
speciaux, acces 
reglemente et 
flux d’air dirige 

ESB ou autres 
moyens de 
confinement 
primaire pour 
I’ensemble des 
activites 

4 

Confinement a 
haute securite - 
niveau de 
securite 
biologique 4 

Manipulation 
de germes 
pathogenes 
dangereux 

Comme niveau 

3, plus sas a air 
a I’entree, 
douche a la 
sortie et 
elimination 
specifique des 
dechets 

ESB classe III 

ou 

combinaisons 
pressurisees 
utilisees avec 
une ESB classe 
II , autoclave a 
deux portes 
formant sas 
mural, air filtre 


BTM, bonnes techniques microbiologiques; ESB, enceinte de securite biologique (voir Partie IV). 


de risque. Le tableau 2 indique le rapport entre groupe de risque et niveau de secu- 
rite biologique, mais il n’assimile pas les groupes de risque au niveau de securite 
biologique des laboratoires concus pour travailler sur des micro-organismes appar- 
tenant a ces groupes. 

Chaque pays ou region devra etablir une classification nationale ou regionale, par 
groupe de risque, des micro-organismes. Cette classification devra reposer sur les 
criteres suivants : 

1 . Pathogenicite du germe. 

2. Mode de transmission et gamme d’hotes, qui peuvent dependre de l’etat immu- 
nitaire de la population locale, de la densite et de la mobilite des hotes, de la 
presence de vecteurs appropries et du niveau d’hygiene de l’environnement. 


1. PRINCIPES GENERAUX 


Tableau 3. Normes applicables aux differents niveaux de securite biologique 


NIVEAU DE SECURITE BIOLOGIQUE 



1 

2 

3 

4 

Isolement du laboratoire 3 4 

Non 

Non 

Oui 

Oui 

Salle etanche pour decontamination 

Ventilation : 

Non 

Non 

Oui 

Oui 

— circulation vers I’interieur 

Non 

Souhaitable 

Oui 

Oui 

— systeme de ventilation regule 

Non 

Souhaitable 

Oui 

Oui 

— filtre HEPA sur la sortie d’air 

Non 

Non 

Oui/Non b 

Oui 

Double porte d’entree 

Non 

Non 

Oui 

Oui 

Sas a air 

Non 

Non 

Non 

Oui 

Sas a air avec douche 

Non 

Non 

Non 

Oui 

Vestibule 

Non 

Non 

Oui 

- 

Vestibule avec douche 

Non 

Non 

Oui/Non c 

Non 

Traitement des effluents 

Autoclave : 

Non 

Non 

Oui/Non c 

Oui 

— sur place 

Non 

Souhaitable 

Oui 

Oui 

— dans une salle du laboratoire 

Non 

Non 

Souhaitable 

Oui 

— a deux portes formant sas 

Non 

Non 

Souhaitable 

Oui 

Enceinte de securite biologique 

Non 

Souhaitable 

Oui 

Oui 

Systeme de surveillance de la securite du personnel" 

Non 

Non 

Souhaitable 

Oui 


a Isolement environnemental et fonctionnel par rapport aux points de passage 
b Selon la situation de la sortie d’air (voir chapitre 4) 
c Selon le ou les agents qui sont manipules 
d Par exemple, fenetre, television en circuit ferme, emetteur-recepteur 


3. Possibilite de prendre localement des mesures preventives efficaces, lesquelles 
peuvent comprendre : une prophylaxie par vaccination ou administration 
d’immunserums (immunisation passive), des mesures sanitaires concernant par 
exemple l’hygiene des aliments et de l’eau, l’elimination des reservoirs animaux 
ou des arthropodes vecteurs. 

4. Possibilite de dispenser localement un traitement efficace : immunisation passive, 
vaccination post-exposition, utilisation d’anti-infectieux et d’agents chimio- 
therapiques ou antiviraux, sans negliger le risque d’apparition de souches 
pharmacoresistantes. 

Pour determiner quel niveau de securite biologique en laboratoire s’applique a 
un agent donne, il faut proceder a une evaluation du risque. Pour cela, on doit 
prendre en compte non seulement le groupe de risque, mais aussi un certain nombre 
d’autres facteurs. Par exemple, un agent inclus dans le groupe de risque 2 necessite 
generalement une installation, un appareillage, des pratiques et des modes operatoires 
correspondant au niveau de securite 2 si l’on veut que le travail s’effectue avec le 
minimum de risques. Par contre, si certaines manipulations impliquent la production 
d’ aerosols tres concentres, il vaudra mieux passer au niveau 3 pour que les conditions 
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de securite soient remplies, car a ce niveau, un meilleur confinement des aerosols sera 
assure dans le laboratoire. La determination du niveau de securite biologique exige par 
une manipulation donnee consiste done a apprecier le risque « en professionnel », 
plutot qua adopter automatiquement le niveau de securite correspondant au groupe 
de risque auquel appartient l’agent pathogene en cause (voir chapitre 2). 

Le tableau 3 recapitule les installations et moyens necessaires a chaque niveau de 
securite biologique. 

Pour determiner le niveau de securite biologique, on prend done en compte le 
micro-organisme (agent pathogene), les installations et moyens existants ainsi que les 
pratiques et les modes operatoires a respecter pour que le travail de laboratoire 
s’effectue dans de bonnes conditions de securite. 


.4. 


PARTIE I 

Les principes 
directeurs de la 
securite biologique 



2. Evaluation du risque 
microbiologique 


Dans sa pratique, la securite biologique repose essentiellement sur une evaluation du 
risque. On peut s’aider de nombreux outils pour proceder a cette evaluation, mais le 
facteur le plus important reste le jugement professionnel. Devaluation du risque doit 
etre confiee a ceux qui connaissent le mieux les caracteristiques des micro-organismes 
sur lesquels on se propose de travailler, l’appareillage et les modes operatoires a mettre 
en oeuvre, les modeles animaux qui pourraient etre utilises ainsi que les systemes de 
confinement et les installations disponibles. II incombe au directeur du laboratoire ou 
au chercheur principal de veiller a ce qu’une evaluation appropriee du risque soit 
effectuee en temps voulu et de collaborer etroitement avec le comite de securite de 
l’institution et le personnel charge de la securite biologique pour que les equipements 
et les installations necessites par les travaux envisages soient mis a la disposition du 
laboratoire. Une fois le risque evalue, on procedera periodiquement a un reexamen 
systematique de la situation et on revisera L evaluation si necessaire, compte tenu 
d’eventuelles donnees nouvelles susceptibles d’avoir des incidences sur le degre de 
risque et de toute nouvelle information utile tiree de la litterature scientifique. 

L’etablissement de groupes de risque applicables aux differents agents microbiens 
constitue l’un des outils les plus utiles pour 1’evaluation du risque microbiologique 
(voir chapitre 1). Toutefois, il ne suffit pas de connaitre le groupe de risque auquel 
appartient un agent pathogene donne pour evaluer le risque effectif. D’autres elements 
d’ appreciation doivent egalement etre pris en compte en tant que de besoin, a savoir : 

1 . La pathogenicite du germe et la dose infectieuse 

2. L’issue vraisemblable d’une exposition au germe 

3. Le mode de contamination naturel 

4. Les autres voies ou modes de contamination resultant de manipulations en laboratoire 
(voie parenterale, particules aeroportees, voie digestive) 

5. La stabilite du germe dans l’environnement 

6. La concentration du germe et le volume de materiel biologique concentre a 
manipuler 

7. La presence d’un hote approprie (humain ou animal) 

8. Les informations tirees de l’experimentation animale, les rapports faisant etat 
d’infections contractees en laboratoire ou les rapports medicaux 

9. Le type d’operations envisagees (traitement par les ultra-sons, production 
d’aerosols, centrifugation, etc.) 
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10. Toute manipulation genetique du micro-organisme susceptible d’etendre sa 
gamme d’hotes ou de modifier sa sensibilite aux traitements reconnus comme 
efficaces (voir chapitre 16) 

11. La possibility d’intervenir localement a titre prophylactique ou curatif. 

En s’appuyant sur les informations recueillies lors de 1’ evaluation du risque, il est possible 
de determiner quel est le niveau de securite requis pour les travaux envisages, de choisir 
les equipements de protection individuelle et d’etablir des modes operatoires normalises 
(MON) comportant d’autres mesures de securite elaborees en vue d’ assurer un 
maximum de securite pendant les travaux. 

Echantillons pour lesquels les informations sont limitees 

La procedure decrite plus haut pour 1’evaluation du risque donne satisfaction lorsqu’on 
dispose d’informations suffisantes. II y a cependant des cas oil l’on ne dispose pas de 
donnees suffisantes pour apprecier correctement le risque, par exemple lorsqu’on a 
affaire a des echantillons cliniques ou epidemiologique preleves sur le terrain. En pareil 
cas, il est plus prudent de manipuler ces echantillons avec precaution. 

1. Les precautions habituelles (2) doivent toujours etre prises et des dispositifs 
mecaniques de protection (gants, blouses, lunettes) utilises lors du prelevement 
d’echantillons sur des malades. 

2. Confinement de base - les pratiques et modes operatoires prevues au niveau de 
securite biologique 2 constituent un minimum pour la manipulation des echantillons. 

3. Le transport des echantillons doit s’effectuer conformement a la reglementation 
nationale ou internationale. 

Certaines donnees peuvent apporter un complement d’information utile a 
1’evaluation du risque que represente la manipulation de ces echantillons, a savoir : 

1 . Le dossier medical du malade 

2. Les donnees epidemiologiques (statistiques de morbidity et de mortality, mode de 
transmission presume, autres donnees fournies par l’etude de la flambee epidemique) 

3. Donnees relatives a l’origine geographique de l’echantillon. 

Lorsqu’eclatent des flambees d’une maladie dont on ignore l’etiologie, les autorites 
competentes, l’OMS ou les deux a la fois, peuvent etre amenees a elaborer des direc- 
tives speciales et a les diffuser sur le reseau internet (comme cela a ete le cas en 2003 
lors de l’apparition du syndrome respiratoire aigu severe (SRAS)), le but etant d’indi- 
quer comment preparer les echantillons pour l’expedition et de preciser a quel niveau 
de securite biologique les analyses doivent etre effectuees. 

Evaluation du risque et micro-organismes genetiquement modifies 

On trouvera au chapitre 16 une etude detaillee de 1’evaluation du risque dans le cas 
d’organismes genetiquement modifies (OGM). 


3. Les laboratoires de base - 

Securite biologique niveaux 
1 et 2 


Aux fins du present manuel, les indications et recommandations qu’il contient et qui 
constituent un minimum pour les laboratoires de tous niveaux de securite biologique, 
s’appliquent aux micro-organismes des groupes de risque 1 a 4. Si certaines precau- 
tions peuvent sembler inutiles pour quelques germes du groupe de risque 1, elles sont 
neanmoins souhaitables a titre d’entrainement a l’observation de bonnes techniques 
microbiologiques (BTM), c’est-a-dire de techniques qui assurent la securite. Les 
laboratoires d’ analyses ou ceux qui sont attaches a un etablissement de soins 
(laboratoires de sante publique, laboratoires d’ analyses biologiques ou laboratoires 
hospitaliers) doivent tous etre amenages au minimum conformement au niveau 2 de 
securite biologique. Etant donne qu’aucun laboratoire n’a la maitrise totale des echan- 
tillons qu’il re<;oit, il n’est pas exclu que le personnel soit expose a des micro- 
organismes appartenant a un groupe de risque plus eleve que prevu. Cette possibility 
doit etre prise en compte dans Elaboration des politiques et des plans de securite. 
Dans certains pays, les laboratoires d’analyses biologiques sont soumis a un agrement 
officiel. Partout dans le monde, les precautions habituelles (2) de securite doivent etre 
adoptees et observees. 

Les principes directeurs applicables aux laboratoires de base - niveaux de securite 
biologique 1 et 2 exposes ici sont aussi detailles et complets que possible car ils sont 
essentiels pour tout laboratoire quel que soit soit son niveau de securite biologique. 
En ce qui concerne les laboratoires de confinement - securite biologique niveau 3, et 
les laboratoires de confinement a haute securite - securite biologique niveau 4, les 
principes directeurs exposes plus loin (chapitres 4 et 5) constituent des variantes ou 
des complements des principes de base, applicables aux travaux sur des agents 
pathogenes particulierement dangereux. 

Code de bonnes pratiques 

Ce code est une liste des methodes et techniques de laboratoire les plus importantes 
pouvant constituer la base d’une bonne technique microbiologique. Dans beaucoup 
de laboratoires ou programmes nationaux relatifs aux laboratoires, ce code peut etre 
utilise pour mettre par ecrit des pratiques et des modes operatoires destines a assurer 
la securite du travail en laboratoire. 

Tout laboratoire doit disposer d’un manuel ou d’un guide (manuel pratique, 
manuel de bonnes pratiques, guide de securite au laboratoire, manuel de securite, etc.) 
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dans lequel sont repertories les dangers effectifs et potentiels et qui indique comment 
proceder pour les eliminer ou du moins les reduire au minimum. Les bonnes 
techniques microbiologiques sont un element essentiel de la securite au laboratoire. 
L’emploi d’equipements et d’appareils de securite ne sauraient s’y substituer et ne peut 
intervenir qua titre complementaire. Les principes les plus importants sont indiques 
ci-dessous. 

Acces 

1. Le pictogramme international de danger biologique (figure 1) doit etre appose sur 
les portes des salles oil des micro-organismes appartenant au groupe de risque 2 
ou aux groupes superieurs sont manipules. 

2. Aucune personne etrangere au service ne doit etre autorisee a penetrer dans les 
zones de travail du laboratoire. 

3. Les portes du laboratoire doivent rester fermees. 

4. Les enfants ne doivent pas etre autorises a entrer dans les zones de travail du 
laboratoire. 
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Figure 1. Panneau de mise en garde a a p poser sur les portes des laboratoires. 
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5. Tout acces a l’animalerie doit etre subordonne a une autorisation speciale. 

6. La presence dans le laboratoire d’ animaux qui ne servent pas aux experimenta- 
tions doit etre interdite. 

Protection individuelle 

1. Le port de combinaisons, blouses, sarraus ou uniformes est obligatoire pour le 
travail au laboratoire. 

2. Le port de gants appropries est obligatoire chaque fois qu’un geste comporte un 
risque de contact accidentel direct avec du sang ou autres liquides biologiques, du 
materiel potentiellement infectieux ou des animaux infectes. Apres usage, on 
devra se deganter aseptiquement et se laver les mains. 

3. Le personnel doit se laver les mains apres avoir manipule du materiel infectieux 
ou des animaux contagieux et avant de quitter le laboratoire. 

4. Le port de lunettes de securite, d’un ecran facial (visiere) ou d’un autre dispositif 
de protection est obligatoire quand il est necessaire d’assurer la protection des yeux 
ou du visage contre les projections de liquides, l’impact d’objets ou le rayon- 
nement ultraviolet artificiel. 

5. II est interdit de porter les vetements protecteurs hors du laboratoire, comme par 
exemple a la cantine, a la cafeteria, dans les bureaux, la bibliotheque, la salle du 
personnel ou les toilettes. 

6. On ne doit pas porter de chaussures a bout ouvert dans le laboratoire. 

7. II est interdit de manger, de boire, de fumer, de se maquiller ou de manipuler des 
lentilles de contact dans les zones de travail du laboratoire. 

8. II est egalement interdit d’entreposer des aliments ou des boissons en quelque 
point que ce soit des zones de travail du laboratoire. 

9. Les vetements de protection qui ont ete portes au laboratoire ne doivent pas etre 
ranges dans les memes vestiaires ou armoires que les vetements de ville. 

Modes operatoires 

1 . le pipettage a la bouche est rigoureusement interdit. 

2. Aucun objet ou materiel ne doit etre porte a la bouche; les etiquettes ne doivent 
pas etre humectees avec la langue. 

3. Toutes les techniques mises en oeuvre doivent reduire au minimum la formation 
d’aerosols et de gouttelettes. 

4. L’emploi d’aiguilles et de seringues hypodermiques doit etre limite. Elies ne 
doivent en aucun cas remplacer les dispositifs de pipettage ou servir a une autre 
fin que les injections par voie parenterale ou le prelevement de liquides 
biologiques sur les animaux de laboratoire. 

5. Si des liquides sont repandus accidentellement, en cas d’ accident, d’exposition 
patente ou possible a du materiel infectieux, le chef de laboratoire doit toujours 
etre immediatement avise. Les accidents et incidents survenus doivent etre con- 
signs et le rapport archive. 
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6. II est necessaire d’etablir par ecrit une marche a suivre pour le nettoyage des 
produits de toute nature qui viendraient a etre repandus. 

7. Les liquides contamines doivent etre decontamines (par voie physique ou 
chimique) avant d’etre jetes dans le reseau d’egouts separatif. Selon le resultat de 
1’evaluation du risque que represented le ou les agents manipules, il pourra etre 
necessaire de disposer d’un systeme de traitement des effluents. 

8. Si des documents doivent sortir du laboratoire, ils devront avoir ete proteges de 
toute contamination. 

Zones de travail du laboratoire 

1 . Le laboratoire doit etre tenu propre et en ordre et exempt de tout produit ou objet 
non necessaire aux travaux. 

2. Les plans de travail doivent etre decontamines s’ils ont ete souilles par des 
produits potentiellement dangereux ainsi qua la fin de la journee de travail. 

3. Tout les materiels, echantillons et cultures contamines doivent etre decontamines 
avant d’etre jetes ou nettoyes pour etre reutilises. 

4. L’emballage et le transport des echantillons sont soumis a la reglementation 
nationale ou internationale pertinente. 

5. Si les fenetres peuvent etre ouvertes, elles doivent etre munies de grillages pour 
empecher la penetration des arthropodes. 

Gestion de la securite biologique 

1 . II incombe au directeur (la personne qui a la responsabilite directe du laboratoire) 
de faire preparer et adopter un plan de gestion de la securite biologique ainsi qu’un 
manuel pratique, un guide de laboratoire ou un guide d’hygiene et securite. 

2. Le chef de laboratoire (qui releve directement du directeur du laboratoire) doit 
veiller a ce que le personnel receive une formation reguliere en matiere de 
securite au laboratoire. 

3. Le personnel doit etre averti des risques particuliers aux activites du laboratoire 
et tenu de lire le manuel. II doit egalement suivre les instructions et les protocoles 
normalises. Le chef de laboratoire devra s’assurer de la bonne comprehension de 
ces instructions. Le laboratoire doit disposer d’un exemplaire du manuel de 
laboratoire ou du guide d’hygiene et securite. 

4. II doit exister un programme de lutte contre les arthropodes et les rongeurs. 

5. Si necessaire, tous les membres du personnel doivent etre examines par un 
medecin, etre suivis medicalement ou subir un traitement et un dossier medical 
doit etre ouvert pour chacun d’entre eux. 

Conception et amenagement du laboratoire 

La conception d’un laboratoire et la definition des taches qui lui sont assignees doivent 

tenir compte des situations connues pour engendrer des problemes, notamment : 
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Figure 2. Laboratoire classique au niveau de securite 1. 

(figure aimablement communiquee par CUH2A, Princeton, NJ, Etats-Unis d’Amerique) 


1 . La formation d’aerosols 

2. Le travail sur des volumes importants ou des concentrations elevees de 
micro-organismes 

3. Un personnel ou des appareils trop nombreux eu egard a la place disponible 

4. L’infestation par des rongeurs ou des arthropodes 

5. Entree interdite 

6. L’ordonnancement des taches : utilisation d’echantillons et de reactifs particuliers. 

Les figures 2 et 3 donnent des exemples d’amenagement de laboratoires aux niveaux 
de securite biologique 1 et 2. 

Conception d’un laboratoire 

1. Le laboratoire doit etre suffisamment spacieux pour qu’on puisse travailler en 
toute securite et proceder facilement au nettoyage et a la maintenance. 


• 13 • 



3. LES LABORATOIRES DE BASE - SECURITE BIOLOGIQUE NIVEAUX 1 ET 2 


6. Les espaces de rangement doivent pouvoir recevoir le materiel courant, de maniere 
a eviter l’encombrement des paillasses et des zones de passage. On prevoira egale- 
ment des espaces pour le stockage de longue duree, qui devront etre commode- 
ment situes, hors des zones de travail. 

7. On prevoira la place et les moyens materiels permettant de manipuler et 
d’entreposer sans danger les solvants, les substances radioactives ainsi que les gaz 
comprimes et liquefies. 

8. Les vestiaires pour les vetements de ville et les objets personnels doivent se trouver 
en dehors des zones de travail. 

9. Les zones prevues pour se restaurer, boire ou se reposer doivent egalement se 
trouver en dehors des zones de travail. 

10. On installera des lavabos, si possible avec l’eau courante, dans chaque salle du 
laboratoire, de preference pres de la porte. 

11. Les portes doivent etre munies de panneaux transparents, avoir une resistance au 
feu convenable et comporter de preference un systeme de fermeture automatique. 

12. Au niveau de securite biologique 2, il doit y avoir un autoclave ou autre moyen de 
decontamination a distance suffisamment proche du laboratoire. 

13. Les systemes de securite doivent couvrir les risques d’incendie, les accidents 
d’origine electrique et comporter une douche de securite ainsi qu’un rince-yeux. 

14. On prevoira des zones ou des salles de premiers soins, convenablement equipees 
et facilement accessibles (voir annexe 1). 

15. Dans le plan de toute nouvelle installation, il faudra prevoir un systeme de venti- 
lation mecanique assurant un flux d’air dirige vers l’interieur sans recyclage. A 
defaut, les fenetres doivent pouvoir s’ouvrir et etre munies d’un grillage 
anti-arthropodes. 

16. Il est indispensable que l’alimentation en eau soit fiable et de bonne qualite. Il ne 
doit y avoir aucune interconnexion entre les branchements destines au travail du 
laboratoire et le reseau d’eau potable. Le reseau public d’adduction doit etre 
protege par un dispositif anti-retour. 

17. L’alimentation electrique doit etre fiable et de puissance suffisante; il faut prevoir 
un eclairage de secours permettant de sortir en cas de necessite. Il serait 
souhaitable de disposer d’un groupe electrogene de secours pour l’alimentation 
des equipements indispensables tels qu’incubateurs, enceintes de securite 
biologique, congelateurs, etc., et pour la ventilation des cages de l’animalerie. 

18. L’alimentation en gaz de ville doit etre fiable et suffisante. Il est imperatif d’assurer 
le bon entretien de cette installation. 

19. Il arrive que les laboratoires et les animaleries soient la cible de vandales. 
L’installation de systemes de protection physique et de securite anti-incendie doit 
etre envisagee. Il est indispensable de renforcer les portes, d’equiper les fenetres 
de grillages et de limiter le nombre de cles. Le cas echeant, on devra etudier et 
mettre en oeuvre toute autre mesure susceptible d’ameliorer la securite (voir 
chapitre 9). 
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Appareils et equipements de laboratoire 

Associee a l’observation de bons protocoles et de bonnes pratiques de laboratoire, 
l’utilisation d’ appareils securises et d’equipements de securite permettra de reduire 
les risques en cas de danger de nature biologique. La presente section traite des 
principes de base applicables aux appareils a utiliser dans les laboratoires de tous 
niveaux de securite biologique. Les specifications applicables aux appareils destines a 
des laboratoires dont le niveau de securite biologique est plus eleve, sont abordees 
dans les chapitres consacres a ces laboratoires. 

Apres consultation du comite de securite et du delegue a la securite biologique (s’il 
a ete designe), le directeur du laboratoire s’assurera que l’appareillage et l’equipement 
sont adequats et correctement utilises. Les appareils seront choisis en fonction d’un 
certain nombre de principes generaux tels que : 

1. Etre concus pour empecher ou limiter les contacts entre l’operateur et le materiel 
infectieux 

2. Etre faits de materiaux impermeables aux liquides, resistants a la corrosion et 
conformes aux normes de solidite 

3. Etre depourvus d’asperites, de bords tranchants et d’ elements mobiles non 
proteges 

4. Etre concus, realises et installes de fa^on a etre faciles a utiliser, a reviser, a net- 
toyer, a decontaminer et a soumettre aux essais de conformite. Dans la mesure du 
possible, on evitera d’utiliser de la verrerie et autres materiaux fragiles. 

Des specifications detaillees portant sur la construction et les caracteristiques de fonc- 
tionnement sont parfois necessaires pour que les appareils soient conformes aux 
normes de securite (voir egalement les chapitres 10 et 11). 

Appareils et instruments de securite biologique essentiels 

1 . Dispositifs de pipettage, pour remplacer le pipettage a la bouche. 11 en existe de 
nombreux modeles. 

2. Enceintes de securite biologique, a utiliser systematiquement dans les situations 
suivantes : 

— manipulation de materiel infectieux. Ce materiel peut etre centrifuge nor- 
malement si la centrifugeuse est munie de godets de securite etanches remplis 
et vides dans une enceinte de securite biologique. 

— existence d’un risque accru d’infection aeroportee. 

— techniques comportant un risque eleve de formation d’aerosols : par exemple, 
centrifugation, broyage, melange, agitation ou mixage energiques, desagrega- 
tion par ultra-sons, ouverture de recipients contenant du materiel infectieux 
lorsque la pression interieure peut etre differente de la pression ambiante, ino- 
culation intranasale d’animaux et recolte de tissus infectes sur des animaux ou 
des oeufs. 
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3. Anses de transfert jetables en matiere plastique. On peut aussi utiliser des in- 
cinerateurs electriques pour anses de transfert places dans une enceinte de 
securite biologique en vue de reduire la formation d’ aerosols. 

4. Tubes et flacons a bouchon visse. 

5. Autoclaves ou autres dispositifs appropries, pour decontaminer le materiel infectieux. 

6. Pipettes Pasteur jetables, en plastique si possible, plutot qu’en verre. 

7. II faut verifier, par des essais appropries, que les divers equipements ou appareils 
tels qu’ autoclaves ou enceintes de securite biologique sont conformes aux specifi- 
cations et les recontroler periodiquement, conformement aux instructions du 
fabricant (voir chapitre 7). 

Surveillance medico-sanitaire 

II incombe a l’employeur, par l’entremise du directeur du laboratoire, de veiller a ce que 
la sante du personnel soit surveillee de facon satisfaisante. Cette surveillance a pour 
objectif de depister les maladies d’origine professionnelle. Pour y parvenir, il faut : 

1 . Assurer l’immunisation active (vaccination) et passive du personnel lorsqu’il y a 
lieu (voir l’annexe 2) 

2. Faciliter le depistage precoce des infections contractees au laboratoire 

3. Ne pas confier de manipulations a haut risque aux personnes particulierement 
vulnerables (par ex. les femmes enceintes ou les sujets immunodeprimes) 

4. Prendre des mesures de protection efficaces et veiller a l’efficacite des dispositifs 
de protection. 

Lignes directrices pour la surveillance des travailleurs qui manipulent des micro- 
organismes au niveau 1 de securite biologique 

II apparait, a la lumiere de l’experience passee, que les micro-organismes manipules 
a ce niveau n’ont guere de chances de provoquer de maladies d’importance 
medicale ou veterinaire. L’ideal serait cependant que tous les candidats a un poste dans 
un laboratoire passent une visite medicale d’embauche au cours de laquelle on 
recherchera leur antecedents medicaux. II est souhaitable que toute pathologie ou 
accident de laboratoire soit signale sans delai et que tous les membres du personnel 
mesurent combien il est important de maintenir la qualite des techniques 
microbiologiques. 

Lignes directrices pour la surveillance des travailleurs qui manipulent des 
micro-organismes au niveau 2 de securite biologique 

1 . Une visite d’embauche s’impose avant l’affectation a un poste dans un laboratoire. 
Cet examen comportera une anamnese a la recherche des antecedents medicaux 
et un bilan medical specifique de l’aptitude professionnelle sera effectue. 

2. La direction du laboratoire devra tenir un registre des absences et des maladies du 
personnel. 
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3. Les femmes en age de procreer devront etre informees du danger que represente, 
pour l’enfant a naitre, l’exposition professionnelle a certains micro-organismes, 
comme le virus de la rubeole, par exemple. Les mesures specifiques a prendre pour 
assurer la protection du foetus varient selon la nature du germe auquel la future 
mere peut etre exposee. 

Formation 

Les mesures de securite et les appareils et dispositifs de protection, si efficaces soient- 
ils, risquent toujours d’etre pris en defaut par l’erreur humaine et la mediocrite de la 
technique. La base de la prevention des accidents, des incidents et des infections 
d’origine professionnelle est que le personnel se sente concerne par la securite et sache 
identifier et maitriser les risques qui existent dans le laboratoire. C’est pourquoi la for- 
mation continue « sur le tas » aux mesures de securite est indispensable. Ce proces- 
sus commence au niveau de la direction du laboratoire, qui doit faire en sorte que la 
securite des pratiques et des protocoles soit incorporee a la formation de base du per- 
sonnel. Les mesures de securite doivent toujours faire partie integrante de l’initiation 
des nouveaux membres du personnel au fonctionnement du laboratoire. II faut fami- 
liariser les nouveaux employes avec les dispositions du code de bonnes pratiques et 
leur indiquer les directives locales et notamment leur presenter le manuel de labora- 
toire ou le guide d’hygiene et securite. Certaines mesures propres a garantir que les 
employes ont bien lu et compris les directives devront etre prises, elles pourront par 
exemple consister a leur faire signer certaines pages. Le role des chefs de laboratoire 
dans la formation du personnel directement sous leurs ordres est fondamental pour 
l’acquisition d’une bonne technique. Le delegue a la securite peut aider a la forma- 
tion du personnel et a F elaboration de materiels pedagogiques et autres documents 
pour cette formation (voir egalement le chapitre 21). 

La formation du personnel doit systematiquement inclure les precautions a 
observer lors de l’utilisation de certaines techniques particulierement dangereuses 
couramment employees dans un laboratoire, a savoir : 

1. Techniques comportant un risque d’inhalation (c’est-a-dire qui conduisent a la 
formation d’aerosols), telles que l’utilisation d’anses, l’ensemencement en stries 
de la gelose en boite, le pipettage, la realisation de frottis, l’ouverture des cultures, 
le prelevement de sang ou de serum, la centrifugation, etc. 

2. Techniques comportant un risque d’ingestion, telles que la manipulation des 
echantillons, des frottis ou des cultures 

3. Techniques comportant un risque d’inoculation percutanee, telles que Femploi de 
seringues et d’aiguilles 

4. Manipulation d’animaux avec le risque de morsures ou de griffures que cela 
comporte 

5. Manipulation de sang et de materiel biologique pouvant presenter un danger 

6. Decontamination et elimination des dechets infectieux. 
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Traitement des dechets 

On entend par dechets tout ce dont on doit se debarrasser. 

Dans les laboratoires, la decontamination et F elimination dehnitive des dechets 
sont etroitement bees. Dans la pratique quotidienne, il n’y a toutefois guere de 
materiels contamines qui devront etre evacues hors du laboratoire ou detruits. La 
majeure partie de la verrerie, des instruments et des vetements de laboratoire sera 
recyclee et reutilisee. Le principe essentiel, c’est que tous les materiels infectieux 
doivent etre decontamines, passes a Fautoclave ou incineres dans le laboratoire. 

Les principales questions qu’il faut se poser avant d’eliminer un objet ou du 
materiel biologique provenant d’un laboratoire qui travaille sur des microorganismes 
ou des tissus animaux potentiellement dangereux, sont au nombre de trois : 

1. Ces objets ou ce materiel biologique ont-ils ete sterilises ou desinfectes efh- 
cacement par Tun des precedes approuves ? 

2. Dans la negative, ont-ils ete emballes selon une methode agreee en vue de leur 
incineration immediate sur place ou de leur transport vers un autre etablisse- 
ment capable d’effectuer cette operation ? 

3. L’elimination des objets ou du materiel biologique sterilises ou desinfectes 
comporte-t-elle des risques supplementaires, biologiques ou autres, pour 
le personnel charge de l’elimination immediate sur place ou pour les 
personnes susceptibles d’etre en contact avec ces dechets en dehors du 
laboratoire ? 

Decontamination 

Le passage dans un autoclave a vapeur est la methode de choix chaque fois que 
l’on doit proceder a une decontamination. Le materiel destine a etre decontamine 
et elimine sera place dans des recipients - par exemple des sacs en plastique 
autoclavables - comportant le code couleur qui indique si leur contenu doit etre 
autoclave ou incinere. D’autres precedes ne peuvent etre envisages que s’ils sont capa- 
bles d’eliminer ou de tuer les micro-organismes (pour plus de details, se reporter au 
chapitre 14). 

Manipulation et elimination du materiel et des dechets contamines 

II faut instituer un systeme d’identification et de tri des materiels infectieux et de leurs 
recipients, en respectant la reglementation nationale et internationale en la matiere. 
Les differentes categories sont les suivantes : 

1 . Dechets non contamines (non infectieux) pouvant etre reutilises, recycles ou jetes 
avec les dechets « menagers » ordinaires 

2. Objets piquants ou tranchants contamines (infectieux) - aiguilles hypodermiques, 
scalpels, couteaux, verre brise; ces objets doivent toujours etre rassembles dans des 
collecteurs imperforables (boites anti-piques) munis de couvercles et traites 
comme du materiel infectieux 
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3. Materiel contamine destine a etre decontamine par passage a l’autoclave, puis lave 
et reutilise ou recycle 

4. Materiel contamine destine a etre autoclave puis elimine 

5. Materiel contamine destine a etre directement incinere. 

Objets pointus ou tranchants 

Apres usage, les aiguilles hypodermiques ne doivent pas etre recapuchonnees, cassees 
ou desadaptees des seringues jetables. L’ensemble complet devra etre place dans un 
collecteur specialement destine a ce type d’objet. Les seringues jetables, utilisees seules 
ou avec une aiguille, devront etre placees dans des collecteurs speciaux pour objets 
pointus ou tranchants, puis incinerees, apres autoclavage prealable si necessaire. 

Les collecteurs pour objets pointus ou tranchants doivent etre imperforables ou du 
moins resistants a la perforation et ne pas etre completement remplis. Une fois remplis 
aux trois-quarts, ils seront places dans d’autres conteneurs « pour dechets infectieux » 
et incineres, apres passage prealable a Fautoclave, si la pratique du laboratoire l’exige. 
Les collecteurs d’objets pointus ou tranchants ne doivent en aucun cas etre jetes dans 
des decharges. 

Materiel contamine (potentiellement infectieux) destine a etre autoclave et recycle 
II ne faut tenter aucun nettoyage prealable de materiels contamines (potentiellement 
infectieux) destines a passer a l’autoclave en vue d’une reutilisation. Le nettoyage ou 
les reparations necessaires ne doivent etre effectues qu’apres Fautoclavage ou la 
disinfection. 

Materiel contamine (potentiellement infectieux) destine a etre elimine 
A part les objets pointus ou tranchants dont le cas est examine plus haut, tous les 
materiels contamines (potentiellement infectieux) doivent etre autoclaves dans des 
recipients etanches, par exemple des sacs en plastique autoclavables avec code de 
couleur, avant d’etre elimines. Apres passage a Fautoclave, ils pourront etre places 
dans un conteneur pour le transport jusqu’a l’incinerateur. Autant que possible, le 
materiel dont les etablissements de soins ou de sante se debarrassent ne doit pas etre 
jete dans des decharges, meme une fois decontamine. Si le laboratoire dispose d’un 
incinerateur sur place, on peut se dispenser du passage a Fautoclave : les dechets 
contamines seront places dans des collecteurs destines a cet usage (sacs avec code de 
couleur, par exemple) et transports directement jusqu’a l’incinerateur. Les conteneurs 
de transport reutilisables doivent etre etanches et fermes hermetiquement. II 
faudra les desinfecter et les nettoyer avant de les ramener au laboratoire et de les 
reutiliser. 

Chaque poste de travail doit disposer de conteneurs, pots, cuvettes, bocaux etc. a 
dechets, de preference incassables (en matiere plastique, par exemple). Si l’on utilise 
un disinfectant, les dechets doivent rester en contact intime avec le produit (c’est-a- 
dire en evitant qu’ils soient proteges par des bulks d’air) pendant une duree suffisante, 
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selon la nature du disinfectant utilise (voir chapitre 14). Les pots a dechets seront 
decontamines et laves avant d’etre reutilises. 

L’incineration des dechets contamines doit recevoir l’agrement des autorites de 
sante publique et de l’organisme charge de la lutte contre la pollution atmospherique 
ainsi que du delegue a la securite biologique designe par le laboratoire (voir au 
chapitre 14 la section consacree a F incineration). 

Securite chimique, electrique, incendie, radioprotection et securisation de 
I’appareillage 

Un incendie, un accident d’origine chimique ou electrique ou encore une irradiation 
accidentelle, peuvent provoquer indirectement une solution de continuity dans le con- 
finement des germes pathogenes. C’est pourquoi il est imperatif dans tout laboratoire 
de microbiologie de bien respecter les regies de securite pour prevenir de tels acci- 
dents. Ces accidents doivent normalement faire l’objet d’une reglementation officielle 
emanant de F autorite locale ou nationale competente, dont il faut au besoin solliciter 
l’aide. Les risques chimiques, electriques, radiologiques et incendie sont examines plus 
en detail dans la partie VI du present manuel (chapitres 17 et 18). 

Des informations complementaires sur les equipements de securite sont donnees 
au chapitre 1 1 . 
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Le laboratoire de confinement - securite biologique niveau 3, est con^u et prevu pour 
les travaux faisant intervenir des micro-organismes du groupe de risque 3 et des 
volumes importants ou de fortes concentrations de micro-organismes du groupe de 
risque 2 dont la manipulation risque davantage de provoquer la diffusion d’aerosols. 
Le degre de confinement qu’implique le niveau de securite 3 exige le renforcement 
des programmes de travail et de securite par rapport a ceux des laboratoires de base 
- securite biologique niveaux 1 et 2 (exposes au chapitre 3). 

Les recommandations qui figurent dans le present chapitre sont presentees sous 
la forme d’additifs a celles qui concernent les laboratoires de base - niveaux de 
securite 1 et 2, lesquelles doivent done etre appliquees avant les recommandations 
particulieres aux laboratoires de confinement - securite biologique 3. Les additions 
et modifications les plus importantes concernent : 

1 . Le code de bonnes pratiques 

2. La conception et Famenagement du laboratoire 

3. La surveillance medico-sanitaire. 

Les laboratoires de cette categorie doivent etre homologues et repertories par les 
autorites sanitaires competentes, nationales ou autres. 

Code de bonnes pratiques 

Le code de bonnes pratiques, defini pour les laboratoires de base - securite biologique 
niveaux 1 et 2, s’applique moyennant les modifications suivantes : 

1 . Le panneau de danger biologique (voir figure 1 ) appose sur la porte du labora- 
toire doit indiquer le niveau de securite biologique et le nom du chef de labora- 
toire responsable de l’acces aux locaux et preciser en outre les conditions 
particulieres d’entree dans la zone, vaccination par exemple. 

2. Les vetements protecteurs a porter obligatoirement au laboratoire, doivent etre du 
type suivant : tabliers, blouses, sarraus, tenues de nettoyage, combinaisons, coiffes 
et, le cas echeant, couvre-chaussures et chaussures speciales. Les blouses ordinaires 
de laboratoire qui boutonnent devant ne conviennent pas, de meme que les 
manches qui ne couvrent pas entierement les avant-bras. Les vetements de labo- 
ratoire ne doivent pas etre portes a l’exterieur et seront decontamines avant le 
blanchissage. II peut etre justifie d’oter ses vehement de ville pour revetir une tenue 
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de laboratoire appropriee lorsqu’on travaille sur certains agents pathogenes 
(ravageurs ou agents responsables de zoonoses par exemple). 

3. Tous les materiels potentiellement infectieux doivent normalement etre mani- 
pules dans une enceinte de securite biologique ou tout autre dispositif de con- 
finement primaire (voir egalement le chapitre 10). 

4. Le port d’un masque respiratoire peut etre necessaire pour certaines manipula- 
tions ou lorsque on travaille sur des animaux porteurs de certains germes 
pathogenes (voir chapitre 11). 

Conception et amenagement du laboratoire 

Les recommandations relatives a la conception et a l’amenagement des laboratoires 
de base - niveaux de securite biologique 1 et 2 s’appliquent moyennant les modifica- 
tions suivantes : 

1 . Le laboratoire doit etre separe des zones de passage non reglemente, a l’interieur 
du batiment. On peut completer l’isolement en pla^ant le laboratoire au fond d’un 
couloir sans ouverture sur l’exterieur, en construisant une cloison munie d’une 
porte ou encore en n’ouvrant Faeces que par un vestibule (par exemple un sas a 
double entree ou le laboratoire de base - securite biologique niveau 2) delimitant 
une zone specialement con^ue pour maintenir une difference de pression entre 
le laboratoire et les espaces contigus. Le vestibule doit etre amenage pour la 
separation des vetements protecteurs sales et propres et disposer d’une douche si 
necessaire. 

2. Les portes du vestibule doivent etre a fermeture automatique et a verrouillage 
asservi de sorte qu’une seule porte puisse etre ouverte a la fois. Un panneau a briser 
en cas d’urgence peut etre prevu. 

3. La surface des murs, des sols et des plafonds doit resister a l’eau et etre facile a 
nettoyer. Les orifices menages dans ces surfaces (pour la tuyauterie par exemple) 
doivent etre scelles pour faciliter la decontamination des salles. 

4. Le laboratoire doit pouvoir etre ferme hermetiquement pour etre decontamine. 
Des gaines seront installees pour permettre une disinfection gazeuse. 

5. Les fenetres doivent etre fermees hermetiquement et resister aux chocs. 

6. Un lavabo pouvant etre commande sans l’aide des mains sera place pres de chaque 
porte de sortie. 

7. Le systeme de ventilation doit creer un courant d’air dirige de la zone d’acces vers 
l’interieur de la salle. Un dispositif de controle visuel, muni ou non d’une alarme, 
doit etre installe, de maniere que le personnel puisse s’assurer que le flux d’air est 
toujours correctement dirige. 

8. Le systeme de ventilation doit etre construit de maniere a ce que Fair qui sort du 
laboratoire de confinement - securite biologique niveau 3, ne soit pas recycle dans 
d’autres zones du batiment. L’air peut etre filtre au moyen d’un filtre a particules 
de haute efficacite (HEPA), reconditionne et recycle a l’interieur de ce laboratoire. 
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L’air evacue du laboratoire (autre que celui qui sort des enceintes de securite 
biologique) sera rejete directement a l’exterieur du batiment, de fa<;on a etre dis- 
perse loin des batiments occupes et des prises d’air. Selon les agents utilises, on 
pourra evacuer cet air en le faisant passer au prealable a travers des filtres HEPA. 
On pourra installer un systeme de regulation du chauffage, de la ventilation et de 
la climatisation de qui evite toute surpression permanente dans le laboratoire. 
On peut envisager l’installation d’un dispositif d’alarme acoustique ou visuelle 
parfaitement distinct pour prevenir le personnel en cas de panne du systeme de 
regulation. 

9. Les filtres HEPA doivent tous etre installes de maniere a permettre la decontami- 
nation gazeuse ou les essais de fonctionnement. 

10. Les enceintes de securite biologique doivent etre situees hors des zones de passage 
et des courants d’air entre les portes et les systemes de ventilation. 

11. L’air qui sort des enceintes de securite de classe I et II (voir chapitre 10), apres 
passage au travers des filtres HEPA, doit etre evacue sans perturber le flux d’air, 
ni dans l’enceinte, ni dans le systeme d’aeration du batiment. 

12. II faut disposer, dans la salle meme du laboratoire, d’un autoclave pour la decon- 
tamination des dechets. Si des dechets infectieux doivent etre transports a l’ex- 
terieur du laboratoire de confinement pour decontamination et elimination, le 
transport doit s’effectuer dans des conteneurs incassables, hermetiquement fermes 
et etanches, conformement a la reglementation nationale ou internationale, selon 
le cas. 

13. L’alimentation en eau sera munie de dispositifs anti-retour. Les conduites 
d’aspiration (circuit de vide) devront etre protegees par des pieges a liquide 
disinfectant, des filtres HEPA ou des dispositifs equivalents. Les pompes a vide 
devront egalement etre protegees par des pieges et des filtres. 

14. La conception d’un laboratoire de confinement et les techniques mises en oeuvre 
dans ce type de laboratoire doivent s’appuyer sur une documentation appropriee. 

La figure 4 donne un exemple d’amenagement d’un laboratoire au niveau 3 de 
securite biologique. 

Appareils et equipements de laboratoire 

Le choix de l’appareillage, y compris des enceintes de securite biologique (voir chapitre 
10), repose sur les memes principes que pour les laboratoires de base - securite 
biologique niveau 2. Toutefois, dans un laboratoire de securite biologique niveau 3, la 
manipulation de tous les materiels potentiellement infectieux doit s’effectuer dans une 
enceinte de securite biologique ou avec tout autre dispositif de confinement primaire. 
II faut se souvenir que certains appareils tels que les centrifugeuses, par exemple, neces- 
sitent des dispositifs de confinement supplementaires, par exemple utilisation de 
godets, nacelles, etc. de securite ou confinement du rotor. Certaines centrifugeuses ou 
d’autres appareils comme les trieurs de cellules qui sont prevus pour travailler sur des 
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Figure 4. Laboratoire classique au niveau 3 de securite biologique. 

(figure aimablement communiquee par CUH2A, Princeton, NJ, Etats-Unis d’Amerique). 
Le laboratoire est separe du lieu de passage general et accessible par un vestibule (qui 
peut etre soit une entree a double porte, soit le laboratoire de base - niveau de secu- 
rite 2) ou par un sas a air. Le laboratoire est equipe d’un autoclave pour la deconta- 
mination des dechets avant leur elimination ainsi que d’un evier a commande « mains 
libres ». L’air circuie de I’exterieur vers I’interieur et toutes les manipulations sur du 
materiel biologique infectieux sont effectuees dans une enceinte de securite biologique. 


cellules infectees, peuvent necessiter l’installation d’une ventilation supplemental 
avec filtres HEPA pour un confinement efficace. 

Surveillance medico-sanitaire 

Les objectifs des programmes de surveillance medico-sanitaire des laboratoires de base 
securite biologique niveaux 1 et 2, s’appliquent egalement aux laboratoires de con- 
finement - securite biologique niveau 3, moyennant les modifications suivantes : 

1. La visite medicale est obligatoire pour tout le personnel de laboratoire qui 
travaille dans le laboratoire de confinement. Elle devra comporter une anamnese 
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a la recherche des antecedents medicaux et un examen physique destine a verifier 
si la personne est medicalement apte a exercer ce type d’activite professionnelle. 

2. Si le bilan medical est satisfaisant, l’interesse recevra une carte medicale du genre 
de celle qui est reproduite a la figure 5 attestant qu’il est employe dans un 
etablissement ou se trouve un laboratoire de confinement - securite biologique 
niveau 3. Cette carte, que le titulaire devra toujours porter sur lui, comportera la 
photographie du titulaire et devra pouvoir etre rangee dans un portefeuille ou 
un porte-cartes. Elle devra egalement indiquer le nom de la ou des personnes a 
contacter en cas de probleme, lesquelles seront designees localement, mais qui 
pourraient etre par exemple, le directeur du laboratoire, le conseiller medical ou 
le delegue a la securite biologique. 
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A. Recto 


SURVEILLANCE MEDICALE 
Nom 

A L INTENTION DE L'EMPLOYE 
Conserver cette carte sur vous. En cas d'acces febrile inexplique, presenter 
cette carte a votre medecin et indiquer les personnes a joindre dans I'ordre 
de la liste. 

Dr Tel, professionnel: 

Tel, personnel: 

Dr Tel, professionnel: 

Tel, personnel: 


photographie 
du titulaire 


B. Verso 


A L INTENTION DU MEDECIN 

Le titulaire de cette carte est employe a/au 

Dans une zone ou sont presents des virus, des rickettsies , des bacteries, des 
protozoaires ou des helminthes pathogenes. En cas d'acces febrile inexplique, 
priere de prendre contact avec I'employeur pour obtenir des informations sur 
les agents auxquels I'employe a pu etre expose. 

Nom du laboratoire 


Adresse 


Tel. 


Figure 5. Modele propose de carte medicate. 
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Le laboratoire de confinement a haute securite - securite biologique niveau 4, est 
concu pour les travaux sur des micro-organismes du groupe de risque 4. Avant de 
construire et de mettre en service un tel laboratoire, il convient d’ouvrir des consul- 
tations approfondies avec des institutions ayant L experience du fonctionnement de ce 
genre d’installation. Les laboratoires de confinement a haute securite operationnels - 
securite biologique niveau 4 doivent etre places sous le controle des autorites sani- 
taires competentes, nationales ou autres. Les informations qui suivent sont une simple 
introduction. Toute personne ou institution qui souhaiterait mettre en place un lab- 
oratoire de confinement a haute securite - securite biologique niveau 4 est invitee a 
prendre contact avec le Programme sur la securite biologique de l’OMS pour plus de 
renseignements. 1 

Code de bonnes pratiques 

Les dispositions du code de bonnes pratiques relatives au niveau 3 de securite 
biologique restent valables, moyennant les modifications suivantes : 

1 . La regie du travail en binome doit etre appliquee; autrement dit, personne ne doit 
jamais travailler seul dans le laboratoire. Cette regie prend toute son importance 
dans un laboratoire - securite biologique niveau 4, oil le port de combinaisons 
pressurisees est obligatoire. 

2. Le personnel doit doit changer completement de vetements et de chaussures avant 
de penetrer dans le laboratoire et avant de sortir. 

3. Le personnel doit s’entrainer a la conduite a tenir pour Pevacuation d’urgence de 
personnes blessees ou prises de malaise. 

4. II faut mettre au point un systeme de communication entre les membres du per- 
sonnel qui travaillent dans un laboratoire de confinement a haute securite - secu- 
rite biologique niveau 4 et le personnel exterieur, que ce soit pour les contacts 
habituels ou en situation d’urgence. 


1 Programme de securite biologique, Departement maladies transmissibles : surveillance et action, Organ- 
isation mondiale de la Sante, 20 Avenue Appia, 1211 Geneve 27, Suisse (http ://www.who.int/csr/). 
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Conception et amenagement du laboratoire 

Les caracteristiques du laboratoire de confinement - securite biologique niveau 3, 
s’appliquent au laboratoire de confinement a haute securite - securite biologique 
niveau 4, moyennant les additifs suivants : 

1. Confinement primaire. Le laboratoire doit etre dote d’un systeme efficace de con- 
finement primaire respectant une ou plusieurs des conditions suivantes. 

— Laboratoire avec enceintes de securite biologique de classe III. Le passage par deux 
portes au minimum est necessaire avant de penetrer dans les salles oil se trou- 
vent l’enceinte ou les enceintes de securite biologique de classe III (salle des 
enceintes de securite). Dans ce type d’amenagement, c’est l’enceinte de secu- 
rite biologique de classe III qui assure le confinement primaire. Le personnel 
doit disposer d’une douche avec un vestiaire interieur et exterieur. Les fourni- 
tures et le materiel qui ne sont pas apportes dans la salle des enceintes de secu- 
rite biologique en passant par le vestiaire, ne doivent etre introduits qu’apres 
passage dans un autoclave a double porte ou une chambre de fumigation. Une 
fois la porte exterieure bien fermee, le personnel qui se trouve dans le labora- 
toire peut ouvrir la porte interieure pour recuperer fournitures et materiel. Un 
systeme de verrouillage asservi doit etre mis en place au niveau des portes de 
l’autoclave ou de la chambre de fumigation pour eviter que la porte exterieure 
ne puisse etre ouverte tant que l’autoclave n’a pas effectue son cycle de steri- 
lisation ou que la chambre de fumigation n’a pas ete decontaminee (voir 
chapitre 10). 

— Laboratoire pour travaux en combinaison pressurisee. Sur le plan de la concep- 
tion et de l’amenagement, un laboratoire pour travaux en combinaison pres- 
surisee differe sensiblement d’un laboratoire de confinement - securite 
biologique niveau 4 dote d’enceintes de securite biologique de classe III. Dans 
ce type de laboratoire, les salles sont disposees de maniere que le personnel 
passe par le vestiaire et la salle de decontamination avant d’entrer dans le 
secteur ou du materiel biologique infectieux est manipule. Une douche pour 
la decontamination des combinaisons doit etre installee et le personnel doit 
l’utiliser avant de quitter les locaux du laboratoire de confinement. Le per- 
sonnel doit egalement disposer d’une douche avec un vestiaire interieur et 
exterieur. Le personnel qui penetre dans la zone oil l’on travaille en combi- 
naison pressurisee est tenu de revetir une combinaison d’une seule piece, en 
surpression, avec filtre HEPA et alimentation en air. L’ alimentation en air de 
la combinaison doit etre assuree par un systeme a 100 % de redondance, avec 
une alimentation en air independante utilisable en cas d’urgence. On entre 
dans le laboratoire a travers un sas a air dote de portes etanches a l’air. Le per- 
sonnel qui travaille dans ce type de laboratoire doit disposer d’un systeme 
d’alarme qu’il pourra utiliser dans l’eventualite d’une panne mecanique ou 
d’une defaillance de l’alimentation en air (voir chapitre 10). 
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2. Reglementation de I’acces. Le laboratoire de confinement de haute securite - secu- 
rite biologique niveau 4 doit etre situe dans un batiment separe ou tout au moins 
dans une zone clairement delimitee d’un batiment securise. L’ entree et la sortie 
du personnel doit se faire a travers un sas ou autre dispositif de ce genre. A Pen- 
tree, le personnel doit se changer completement; avant de sortir, il doit prendre 
une douche avant de remettre ses vetement de ville. 

3. Regulation de la ventilation. Les locaux doivent etre maintenus en depression. 
L’air doit etre filtre au moyen de filtres HEPA tant a l’admission qua P evacuation. 
Un laboratoire avec enceintes biologiques de securite classe III et un laboratoire 
pour travaux en combinaison pressurisee sont dotes de systemes de ventilation 
sensiblement differents : 

— Laboratoire avec enceintes de classe III. L’air destine aux enceintes de securite 
biologique classe III peut etre preleve dans la salle a travers un filtre HEPA 
monte sur l’enceinte ou bien amene directement par le systeme de ventilation. 
Avant d’etre evacue a l’exterieur, l’air des enceintes de securite biologique classe 
III doit passer a travers deux filtres HEPA. L’enceinte doit toujours etre en 
depression par rapport a la salle. II est necessaire que ce laboratoire dispose 
d’un systeme special de ventilation sans recyclage. 

— Laboratoire pour travaux en combinaison pressurisee. Ce laboratoire doit pos- 
seder un systeme special de ventilation et d’evacuation de Pair vide. L’ alimen- 
tation et l’evacuation sont reglees de maniere que le flux d’air qui circule dans 
la zone ou sont portees les combinaisons de protection soit dirige de la zone 
de moindre danger vers la ou les zones de risque maximal. II faut que les 
ventilateurs d’extraction soient en surnombre de fa^on que l’installation reste 
constamment en depression. Les differences de pression dans le laboratoire 
lui-meme et entre le laboratoire et les locaux contigus, doivent etre surveillees 
en permanence. Ce doit egalement etre le cas de Pair qui circule dans les 
circuits d’alimentation et d’evacuation du systeme de ventilation et un dis- 
positif de regulation approprie doit etre installe pour eviter toute surpression 
a l’interieur du laboratoire. L’air distribue dans la zone ou sont portees les com- 
binaisons de protection, la douche de decontamination et les sas ou chambres 
de decontamination doit passer a travers un filtre HEPA. L’air qui est evacue 
du laboratoire doit passer a travers deux filtres HEPA successifs avant d’etre 
rejete a l’exterieur. Une autre possibility consiste, apres cette double filtration, 
a recycler Pair evacue, mais uniquement a l’interieur du laboratoire. L’air 
evacue d’un laboratoire de confinement - securite biologique niveau 4, ne doit 
en aucun cas etre recycle vers d’autres locaux. La plus grande prudence est de 
rigueur si l’on a opte pour un recyclage de Pair dans un laboratoire ou le port 
de combinaisons pressurisees est impose. II convient de prendre en consi- 
deration la nature des recherches effectuees, l’appareillage, les equipements, les 
produits chimiques et autres substances ainsi que les especes animales utilises 
pour ces recherches. 
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Tous les filtres HEPA doivent etre controles et certifies une fois par an. Leurs gaines 
sont con^ues pour permettre de decontaminer le filtre in situ avant de l’enlever. On 
peut aussi enlever le filtre en le pla<;ant dans un conteneur scelle etanche aux gaz en 
vue de sa decontamination ulterieure ou de sa destruction par incineration. 

4. Decontamination des effluents. Tous les effluents qui sortent du laboratoire oil 
sont portees des combinaisons pressurisees, de la chambre de decontamination, 
de la douche de decontamination ou d’une enceinte de securite biologique classe 
III doivent etre decontamines avant d’etre definitivement elimines. La contami- 
nation par la chaleur est le procede optimal. 11 peut etre necessaire de les amener 
a pH neutre avant de les eliminer. L’eau provenant de la douche du personnel et 
des toilettes peut etre evacuee directement dans l’egout separatif sans traitement. 

5. Sterilisation des dechets et des materiels. II est indispensable de disposer d’un 
autoclave a deux portes, formant sas. Toutefois, d’autres methodes de deconta- 
mination doivent etre utilisees pour traiter les equipements, appareils, instruments 
ou objets divers qui ne resisteraient pas a une sterilisation a la vapeur. 

6. Sas d’entree a air pour les echantillons, les materiels et les animaux. Ils sont 
necessaires pour ce type d’installation. 

7. Un groupe electrogene de secours et une alimentation speciale en air sont 
necessaires. 

8. Le confinement des ecoulements doit etre assure. 

Le calcul, la conception et la construction des installations de confinement a haute 
securite biologique niveau 4, qu’elles soient dotees d’enceintes de securite biologique 
ou de zones avec port obligatoire de combinaisons pressurisees, sont tellement com- 
plexes que les auteurs ont renonce a faire figurer dans le present manuel des represen- 
tations schematiques de ces installations. 

En raison de la grande complexity du travail dans ce genre de laboratoire, un 
manuel detaille sera prepare et teste a l’occasion d’exercices de formation. Un plan 
d’urgence sera egalement elabore (voir chapitre 13), en collaboration active avec les 
autorites sanitaires nationales et locales. II est egalement souhaitable que d’autres 
services de secours tels que les pompiers, la police et les services d’urgence des 
hopitaux y participent. 
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Lorsque des animaux sont utilises a des fins experimentales ou de diagnostic, l’uti- 
lisateur a l’obligation morale de prendre toutes les mesures necessaires pour eviter des 
souffrances inutiles. Les animaux doivent etre installes de maniere confortable et 
hygienique et recevoir de l’eau et des aliments de bonne qualite, en quantite suffisante. 
A la fin de F experience, ils devront etre traites avec humanite. 

Pour des raisons de surete, l’animalerie doit etre independante, separee du labora- 
toire. Si elle est accolee a un laboratoire, elle sera con cue de maniere a pouvoir etre isolee 
des zones publiques du laboratoire, et a pouvoir etre decontaminee et deparasitee. 


Tableau 4. Niveaux de confinement des animaleries : pratiques et equipements de 
securite 


GROUPE DE RISQUE 

NIVEAU DE CONFINEMENT 

PRATIQUES DE LABORATOIRE ET EQUIPEMENTS DE SECURITE 

1 

NSBA-1 

Acces limite, vetements protecteurs et gants. 

2 

NSBA-2 

Pratiques comme pour NSBA-1, en plus : 
panneaux de danger biologique : ESB de classe 1 ou 
II pour les activites generatrices d’aerosols. 
Decontamination des dechets et des cages avant 
le lavage. 

3 

NSBA-3 

Pratiques comme pour NSBA-2, en plus : acces 
reglemente. ESB et vetements protecteurs speciaux 
pour toutes les activites. 

4 

NSBA-4 

NSBA-3 avec, en plus : acces strictement limite. 
Changement de vetements avant d’entrer. ESB de 
classe III ou combinaisons pressurisees. Douche 
avant de sortir. Decontamination de tous les 
dechets avant sortie de I’installation. 


NSBA, niveau de securite biologique de I’animalerie; ESB, enceinte de securite biologique 


Comme les laboratoires, les animaleries peuvent etre con<;ues en fonction du 
groupe de risque auquel les micro-organismes etudies appartiennent ou de revalua- 
tion du risque qu’ils representent et correspondre aux niveaux de securite biologique 
1, 2, 3 ou 4. 
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Eu egard aux agents utilises dans un laboratoire d’experimentation animale, les 
facteurs suivants sont a prendre en consideration : 

1 . La voie normale de transmission 

2. Les volumes et concentrations qui seront utilises 

3. La voie d’inoculation 

4. La voie possible d’ excretion. 

Eu egard aux animaux d’experience utilises au laboratoire, les facteurs suivants sont 
a prendre en consideration : 

1 . La nature des animaux, a savoir leur agressivite et leur tendance a mordre ou a griffer 

2. La nature de leurs ecto- ou endoparasites 

3. Les zoonoses auxquelles ils sont sensibles 

4. La propagation possible d’allergenes. 

Comme dans le cas des laboratoires, les exigences relatives a la conception, a 
l’equipement et aux precautions a observer sont d’autant plus rigoureuses que le 
niveau de securite biologique est plus eleve. Elies sont exposees ci-dessous et resumees 
dans le tableau 4. Ces directives sont cumulatives, c’est-a-dire qua chaque niveau de 
securite s’appliquent toutes celles qui valent pour les niveaux inferieurs. 

Animalerie - Securite biologique niveau 1 

C’est le niveau qui convient pour conserver la plupart des animaux d’elevage apres la 
quarantaine (a l’exception des primates, a propos desquels il convient de consulter 
les autorites nationales) et les animaux inocules volontairement avec des agents 
du groupe de risque 1. Une bonne technique microbiologique est indispensable. Le 
responsable de l’animalerie doit determiner la ligne de conduite generale, les proce- 
dures et les protocoles applicables a l’ensemble des operations et en ce qui concerne 
l’acces au vivarium. Une surveillance medicate appropriee du personnel doit etre insti- 
tute. Un guide d’hygiene et securite ou un manuel pratique doivent etre rediges et le 
personnel doit s’y conformer. 

Animalerie - Securite biologique niveau 2 

C’est le niveau qui convient pour le travail sur les animaux inocules volontairement 
avec des agents appartenant au groupe de risque 2. Les mesures de securite suivantes 
sont applicables : 

1. Toutes les exigences relatives aux animaleries - securite biologique niveau 1, 
doivent etre respectees. 

2. Des panneaux de danger biologique (voir figure 1) seront apposes sur les portes 
et autres endroits appropries. 

3. L’animalerie doit etre con^ue de maniere a pouvoir etre nettoyee et entretenue 
facilement. 
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4. Les portes doivent s’ouvrir vers l’interieur et se fermer automatiquement. 

5. Les locaux doivent etre convenablement chauffes, ventiles et eclaires. 

6. Si la ventilation est mecanique, le flux d’air doit etre dirige vers l’interieur. L’air 
vide est evacue a l’exterieur et ne doit en aucun cas etre recycle, ou que ce soit 
dans le batiment. 

7. L’acces doit etre limite aux personnes autorisees. 

8. A part les animaux destines a ^experimentation, aucun autre animal ne doit etre 
introduit dans les locaux. 

9. Un programme de lutte contre les arthropodes et les rongeurs doit etre mis en 
place. 

10. S’il y a des fenetres, elles doivent etre securisees, resister aux chocs et si elles sont 
susceptibles d’etre ouvertes, comporter des grillages pour empecher le passage des 
arthropodes. 

11. Les plans de travail seront decontamines avec des disinfectants efficaces apres 
utilisation (voir chapitre 14). 

12. Des enceintes de securite biologique (classe I ou II) ou des isolateurs disposant 
d’une alimentation speciale en air et d’une evacuation de l’air vicie apres filtra- 
tion sur filtre HEPA doivent pouvoir etre utilises pour les activites susceptibles 
d’entrainer la formation d’ aerosols. 

13. Un autoclave doit etre installe, soit sur place, soit a proximite. 

14. Lorsqu’on retire la litiere des animaux, il faut eviter au maximum la formation 
d’aerosols et de poussieres. 

15. Tous les dechets et les litieres doivent etre decontamines avant elimination. 

16. Autant que possible, on limitera l’utilisation d’instruments pointus ou tranchants. 
Ces instruments doivent toujours etre ramasses dans des conteneurs resistants 
munis d’un couvercle (boites anti-piques) et traites comme du materiel infectieux. 

17. Le materiel destine a l’autoclavage ou a l’incineration doit etre transports en toute 
securite dans des conteneurs fermes. 

18. Les cages des animaux doivent etre decontaminees apres utilisation. 

19. Les cadavres des animaux seront incineres. 

20. Le port de vetements et d’equipements de protection est obligatoire dans l’ani- 
malerie. II devront etre retires au moment du depart. 

21. Un lavabo doit etre installe. Le personnel doit se laver les mains avant de quitter 
l’aimalerie. 

22. Toute blessure, meme mineure, doit etre traitee de maniere appropriee. Elle doit 
etre signalee et enregistree. 

23. II est interdit de manger, de boire, de fumer et de se maquiller dans l’animalerie. 

24. Tous les membres du personnel doivent recevoir une formation appropriee. 

Animalerie - Securite biologique niveau 3 

C’est le niveau qui convient pour le travail avec des animaux inocules volontairement 

avec des micro-organismes appartenant au groupe de risque 3, ou si une evaluation 
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du risque l’indique pour une autre raison. Chaque annee, tous les systemes, pratiques 
et modes operatoires doivent etre reexamines et faire l’objet d’un controle de confor- 
mity. Les regies de securite suivantes sont applicables : 

1 . Toutes les exigences relatives aux animaleries - niveaux de securite 1 et 2 doivent 
etre respectees. 

2. L’acces sera strictement reglemente. 

3. L’installation doit etre separee des autres laboratoires et animaleries par une piece 
formant vestibule, dotee d’une entree a double porte. 

4. Un lavabo doit etre installe dans ce vestibule. 

5. Le vestibule doit egalement comporter une douche. 

6. Les locaux doivent etre dotes d’une ventilation mecanique assurant une circula- 
tion continue de l’air dans toutes les salles. L’air vide doit etre evacue a travers des 
filtres HEPA avant d’etre rejete sans recyclage dans l’atmosphere exterieure. Le 
systeme doit etre con<;u de maniere a empecher une inversion du sens de circula- 
tion de Fair et toute surpression dans les locaux de l’animalerie. 

7. Un autoclave doit etre installe en un endroit commode de l’animalerie ou se trou- 
vent les equipements de confinement. Les dediets infectieux doivent etre passes a 
1’ autoclave avant d’etre transports dans d’autres locaux de l’installation. 

8. II faut disposer d’un incinerateur sur place ou prendre d’autres dispositions en 
consultation avec les autorites concernees. 

9. Les cages des animaux porteurs de micro-organismes appartenant au groupe de 
risque 3 doivent etre placees dans des isolateurs ou etre disposees devant des ven- 
tilateurs d’ extraction. 

10. II faut veiller a un depoussierage maximum des litieres. 

11. Tous les vetements de protection devront etre decontamines avant de passer au 
blanchissage. 

12. Les fenetres doivent etre hermetiquement fermees et resister aux chocs. 

13. Le cas echeant, une vaccination sera proposee au personnel. 

Animalerie - Securite biologique niveau 4 

Le travail dans cette animalerie sera normalement associe aux manipulations du la- 
boratoire de confinement a haute securite - securite biologique niveau 4, et les dis- 
positions reglementaires nationales et locales devront etre harmonisees pour pouvoir 
s’appliquer aux deux. Si des travaux doivent etre effectues dans un laboratoire ou le 
port de combinaisons pressurisees est obligatoire, un certain nombre d’autres 
pratiques et procedures sont a respecter en sus de celles qui sont decrites ici (voir 
chapitre 5). 

1 . Toutes les exigences relatives aux animaleries niveaux de securite 1 , 2 et 3 doivent 
etre respectees. 

2. L’acces sera strictement reglemente; seul le personnel designe par le directeur de 
l’etablissement doit etre autorise a entrer. 
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3. Personne ne doit travailler seul : la regie du travail en binome doit etre appliquee. 

4. Le personnel devra avoir recu la formation de microbiologiste la plus poussee pos- 
sible et bien connaitre les risques lies a son travail et les precautions a observer. 

5. Les secteurs ou sont heberges des animaux porteurs d’agents pathogenes du 
groupe de risque 4 doivent repondre en tout temps aux criteres de confinement 
qui s’appliquent aux laboratoires de confinement a haute securite - securite 
biologique niveau 4. 

6. L’entree dans l’animalerie doit se faire par un vestibule formant sas a air, dont le 
cote propre doit etre separe du cote a acces reglemente par un vestiaire et des 
douches. 

7. Le personnel doit retirer ses vetements de ville en entrant et mettre des vetements 
protecteurs speciaux. Apres le travail, il doit enlever les vetements protecteurs pour 
que ceux-ci soient passes a l’autoclave, puis se doucher avant de partir. 

8. L’animalerie doit etre ventilee au moyen d’un systeme d’evacuation d’air muni de 
filtres HEPA qui soit concu pour creer une depression (circulation de Fair vers 
l’interieur). 

9. Le systeme de ventilation doit etre concu pour empecher une inversion du sens 
de circulation de Fair et toute surpression dans les locaux de Fanimalerie. 

10. II faut disposer d’un autoclave a deux portes pour Fechange de materiel, le cote 
propre s’ouvrant dans une piece exterieure aux salles de confinement. 

11. L’echange de materiel non autoclavable doit se faire a travers un sas a air, dont 
le cote propre doit s’ouvrir dans une piece situee en dehors des salles de 
confinement. 

12. Toutes les manipulations sur des animaux porteurs d’agents pathogenes appar- 
tenant au groupe de risque 4 doivent s’effectuer dans des conditions de securite 
correspondant a celles d’un laboratoire de confinement a haute securite - secu- 
rite biologique niveau 4. 

13. Tous les animaux doivent etre heberges dans des isolateurs. 

14. La totalite des litieres et des dechets doit etre passee a l’autoclave avant de sortir 
de Fanimalerie. 

15. Le personnel doit etre place sous surveillance medicale. 

Invertebres 

Comme pour les vertebres, le niveau de securite de Fanimalerie est determine par le 

groupe de risque auquel appartiennent les agents pathogenes etudies, toutefois une 

evaluation du risque peut conduire en a decider autrement. Des precautions comple- 

mentaires sont necessaires avec certains arthropodes, notamment les insectes volants : 

1 . Les invertebres infectes et ceux qui ne le sont pas doivent etre loges dans des pieces 
distinctes. 

2. Les pieces doivent pouvoir etre fermees hermetiquement pour fumigation. 

3. Des pulverisateurs d’insecticides doivent etre mis a disposition. 
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4. Des systemes de refroidissement doivent etre prevus pour reduire, si necessaire, 
l’activite des invertebres. 

5. L’acces se fera par un vestibule comportant des pieges a insectes et dont les portes 
seront munies de grillages pour empecher le passage des arthropodes. 

6. Tous les conduits de sortie de ventilation et les fenetres susceptibles d’etre ouvertes 
seront obtures par un grillage empechant le passage des arthropodes. 

7. Le siphon des eviers et des egouts ne doit jamais s’assecher. 

8. Tous les dechets seront decontamines par passage a l’autoclave, car certains 
invertebres resistent a tous les disinfectants. 

9. On controlera le nombre de formes larvaires et adultes des arthropodes volants, 
rampants et sauteurs. 

10. Les cages des tiques et des acariens seront placees sur des plateaux contenant du 
petrole. 

11. Les insectes volants infectes ou qui pourraient l’etre doivent etre confines dans des 
cages a double grillage. 

12. Les arthropodes infectes ou qui pourraient l’etre doivent etre manipules dans des 
enceintes biologiques de securite ou des isolateurs. 

13. On peut egalement manipuler les insectes infectes ou qui pourraient l’etre sur des 
plateaux refroidis. 

Pour plus ample information se reporter aux references 3 a 6 de la bibliographie. 
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On peut definir la mise en service d’un laboratoire ou d’une installation comme un 
processus consistant a proceder a un ensemble de controles et a etablir des dossiers 
en vue d’attester que les elements de la structure des locaux ainsi que tout ou partie 
des systemes dont est equipe le laboratoire ont ete installes, inspectes, soumis a des 
essais de fonctionnement et constates conformes aux normes nationales ou interna- 
tionales, selon le cas. Ces prescriptions se fondent sur les criteres de conception et 
sur les fonctions respectives des divers systemes dont sera equipe le laboratoire. En 
d’autres termes, la mise en service d’un laboratoire ne comportera pas les memes exi- 
gences pour tous les niveaux de securite biologique (1 a 4) et elle sera d’autant plus 
complexe que le niveau de securite sera plus eleve. Des conditions climatiques comme 
des temperatures tres elevees ou tres basses ou encore des valeurs extremes de l’hy- 
grometrie, de meme que des particularity geomorphologiques comme la presence de 
lignes de faille peuvent egalement influer sur la conception du laboratoire et par con- 
sequent sur les exigences de mise en service. Une fois la mise en service achevee, les 
elements structuraux importants du laboratoire et les divers equipements annexes 
auront ete controles dans diverses conditions d’ exploitation et de defaut de fonction- 
nement raisonnablement previsibles et declares conformes. 

Le processus de mise en service et les controles de conformite doivent etre organi- 
ses de bonne heure, de preference lorsqu’on programme la construction ou la reno- 
vation d’un laboratoire. En prenant acte de la mise en place du processus de mise en 
service des les premiers stades du projet, les architectes, les ingenieurs, les respon- 
sables securite, le personnel sanitaire et au final, le personnel du laboratoire lui-meme, 
vont realiser ce que l’on attend du laboratoire en question sur le plan de l’efficacite et 
exprimer de maniere coherente leurs attentes a cet egard. Le processus de mise en 
service constitue, pour l’institution et la collectivite locale, une meilleure garantie de 
voir les elements structuraux, Installation electrique, les dispositifs mecaniques, la 
plomberie, les systemes de confinement et de decontamination ainsi que les disposi- 
tifs d’alarme et de securite fonctionner comme prevu et empecher la propagation de 
tout micro-organisme potentiellement dangereux sur lesquels on travaille dans le 
laboratoire ou l’animalerie. 

Le processus de mise en service commence en general lors de la phase de prepara- 
tion du projet et se poursuit pendant la construction et durant la periode de garantie 
ulterieure. La periode de garantie doit en general se prolonger un an apres la recep- 
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tion de l’installation. II est souhaitable, pour la mise en service, de ne retenir que des 
organismes ou entreprises n’ayant aucun lien avec les bureaux d’architectes et 
d’ingenieurs ou l’entreprise de genie civil qui ont concu et construit le laboratoire. 
Cet organisme ou son representant devra agir en tant que porte-parole de l’institu- 
tion ou de l’etablissement qui construit ou renove le laboratoire et etre considere 
comme un membre de l’equipe chargee de la conception des installations; il est capital 
qu’il soit present des les premiers stades de la preparation du projet. Parfois, c’est l’ins- 
titution qui assume elle-meme ce role. Dans le cas de projets de laboratoires plus 
complexes (niveaux de securite biologique 3 ou 4), elle pourra s’assurer les services 
d’un organisme ou d’une entreprise exterieurs qui ont fait la preuve de leur expe- 
rience et de leur competence dans la mise en service de laboratoires ou d’animaleries 
posant des problemes complexes sur le plan de la securite biologique. Meme si l’ins- 
titution choisit un agent exterieur pour assurer la mise en service, elle doit malgre 
tout rester membre de l’equipe qui assume cette charge. II est recommande en outre 
que le delegue a la securite de l’institution, le responsable du projet, le directeur du 
programme ainsi qu’un representant de la direction et de l’equipe de maintenance, en 
fasse egalement partie, aux cotes de l’agent charge de la mise en service. 

On trouvera ci-dessous la liste des systemes et appareillages qui pourraient faire 
l’objet de controles de fonctionnement au titre de la mise en service du laboratoire, 
en fonction du niveau de confinement de l’installation en construction ou renova- 
tion. Cette liste n’est pas exhaustive. Le plan de mise en service dependra a l’evidence 
de la complexity du laboratoire envisage. 

1 . Systemes automatiques du batiment, et notamment les connexions avec les centres 
de surveillance et de commande a distance. 

2. Systemes de surveillance et de detection electronique. 

3. Verrouillage electronique de securite et lecteurs de proximite. 

4. Chauffage, ventilation (alimentation et evacuation) et climatisation. 

5. Filtres a particules de haute efficacite (HEPA). 

6. Systemes de decontamination par filtration HEPA. 

7. Commandes et asservissements des commandes de chauffage, ventilation, clima- 
tisation et evacuation de Fair vide. 

8. Volets d’isolement etanches. 

9. Systemes de refrigeration. 

10. Chaudieres et production de vapeur. 

11. Systemes de detection et d’ extinction des incendies. 

12. Dispositif anti-reflux pour les eaux usees. 

13. Systemes de traitement de l’eau (par ex. osmose inverse, distillation, etc.). 

14. Systemes de traitement et de neutralisation des effluents liquides. 

15. Dispositif d’amoiyage de vidange des eaux usees. 

16. Systemes de decontamination chimique. 

17. Systemes d’approvisionnement en gaz medicaux de laboratoire. 
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18. Systemes d’ alimentation en air pour combinaisons pressurisees. 

19. Systemes d’ alimentation en air pour le service et l’appareillage. 

20. Controle de la regulation cascade des differences de pression dans les laboratoires 
et locaux de service. 

21. Reseau informatique local (LAN) et systemes informatiques d’enregistrement et 
de traitement des donnees. 

22. Alimentation electrique par le reseau. 

23. Groupes electrogenes de secours. 

24. Alimentation electrique sans coupure. 

25. Eclairage de secours. 

26. Joints d’etancheite des traversees pour l’installation electrique. 

27. Joints d’etancheite des traversees electriques et mecaniques. 

28. Installation telephonique. 

29. Asservissement du verrouillage de la commande des portes des sas a air. 

30. Joints d’etancheite des portes. 

31. Joints d’etancheite des fenetres et panneaux d’ observation. 

32. Etancheite des traversees des revetements d’isolement. 

33. Controle de l’absence de defauts dans les elements structuraux de l’installation : 
dalles, murs et plafonds en beton. 

34. Controle du revetement d’isolement des sols, murs et plafonds. 

35. Controle du dispositif de mise en pression et d’isolement des enceintes de con- 
finement pour le niveau de securite 4. 

36. Enceintes de securite biologique. 

37. Autoclaves. 

38. Installation pour l’azote liquide avec son dispositif d’alarme. 

39. Systeme de detection des fuites d’eau (par ex. en cas d’inondation dans la zone de 
confinement). 

40. Douche de decontamination et systeme de distribution d’additifs chimiques. 

41. Installation de lavage des cages et de neutralisation des eaux de lavage. 

42. Gestion des dechets. 
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8. Principes directeurs pour 
I’agrement des laboratoires/ 
installations 


Un laboratoire est un environnement complexe et dynamique. Aujourd’hui, les 
laboratoires de recherche biomedicale et de biologie medicale doivent etre capables 
de s’adapter rapidement aux exigences et aux contraintes sans cesse croissantes de la 
sante publique. C’est ainsi, par exemple, que les laboratoires doivent repenser leurs 
priorites pour faire face a la menace que representent la reapparition de certaines 
maladies infectieuses ou 1’emergence de pathologies nouvelles. C’est pour faire en 
sorte que cette adaptation et les mesures de maintenance correspondantes s’effectuent 
avec la promptitude voulue que tous les laboratoires de recherche biologique et de 
biologie medicale sont soumis a un agrement periodique. Cette procedure contribue 
a garantir que : 

1. Le laboratoire est dote de systemes de controle technique appropries et que 
ceux-ci fonctionnent conformement aux previsions. 

2. Des moyens de controle specifiques du site et des protocoles utilises ont ete mis 
en place. 

3. Les equipements de protection individuelle sont adaptes aux manipulations 
effectuees. 

4. Le probleme de la decontamination des dechets a ete convenablement etudie et 
que la marche a suivre appropriee pour la gestion de ces dechets a ete etablie. 

5. Des regies de securite generate, concernant notamment les risques physiques, 
electriques et chimiques, ont ete etablies. 

La procedure d’ agrement d’un laboratoire differe du processus de mise en service 
(chapitre 7) sur un certain nombre de points importants. Elle consiste en effet a exa- 
miner systematiquement tous les equipements et mesures de securite qui existent dans 
le laboratoire (systemes de controle technique, equipements de protection individu- 
elle, gestion administrative). Les pratiques et procedures relevant de la securite 
biologique sont egalement examinees. L’agrement d’un laboratoire est un processus 
continu d’assurance de la qualite et de la securite qui doit etre repris periodiquement. 

L’agrement d’un laboratoire peut etre confie a des professionnels de la sante et de 
la securite au travail ou de la securite biologique convenablement formes. Les insti- 
tutions peuvent disposer, parmi leur personnel, de cadres possedant l’ensemble de 
competences necessaires pour effectuer des audits, des enquetes ou des inspections 
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(ces termes sont consideres comme interchangeables) dans le cadre de la procedure 
d’agrement. Toujours est-il que ces institutions peuvent egalement envisager d’en- 
gager ou etre tenues d’ engager des tiers pour effectuer ce service. 

Les centres de recherche biomedicale ou de biologie medicale peuvent elaborer des 
outils destines a ces audits, enquetes ou inspections afin d’ assurer la coherence du 
processus d’agrement de leurs divers laboratoires. Ces outils doivent presenter une 
adaptability suffisante pour tenir compte des differences materielles ou opera- 
tionnelles entre laboratoires qu’implique la nature des travaux effectues, tout en assu- 
rant une approche uniforme a l’interieur de chaque institution. II faut veiller a ce que 
ces outils ne soient utilises que par un personnel convenablement forme et qu’ils ne 
se substituent pas a une bonne evaluation biosecuritaire conduite par des profession- 
nels. Les tableaux 5 a 7 en donnent quelques exemples. 

Les resultats des audits, enquetes ou inspections doivent etre discutes avec le per- 
sonnel et la direction du laboratoire. Dans chaque laboratoire, il faut designer une 
personne qui sera chargee de veiller a ce que des mesures soient prises pour remedier 
a toutes les defectuosites relevees au cours de ces controles. Le processus d’agrement 
n’est pas acheve et le laboratoire ne peut etre considere comme operationnel tant que 
ces defectuosites n’ont pas ete corrigees. 

En raison de leur caractere complexe, les activites des laboratoires - securite 
biologique niveau 4 ne peuvent etre envisagees dans cet ouvrage. Pour plus de details 
et des informations plus completes, le lecteur est invite a s’adresser au Programme de 
securite biologique de l’OMS 1 (voir egalement l’annexe 3). 


Programme de securite biologique, Departement maladies transmissibles: surveillance et action, Organ- 
isation mondiale de la Sante, 20 Avenue Appia, 1211 Geneve, Suisse (http://www.who.int/csr/). 


8. PRINCIPES DIRECTEURS POUR L’AGREMENT DES LABORATOIRES/INSTALLATIONS 


Tableau 5. Laboratoire de base -securite biologique niveau 1 : controle de securite 


Lieu : 

Responsable du laboratoire : 

. Date : . 



POINTS CONTROLES (NOTER LA DATE) 

OUI 

NON 

SANS OBJET 

OBSERVATIONS 

Laboratoire 

Serialisation appropriee : UV, laser, substances 

radioactives, etc 

□ 

□ 

□ 

Niveau de 
securite 

Directives biosecuritaires existantes et suivies 

□ 

□ 

□ 

biologique: 

Appareils de laboratoire correctement marques 

(danger biologique, radioactivite 

toxicite, etc 

□ 

□ 

□ 

Joindre le 
formulaire de 
controle 

Conception du laboratoire 

Facile a nettoyer 

□ 

□ 

□ 

biosecuritaire 

correspondant 

Lampes UV dotees d’un interrupteur d’interdiction .... 

□ 

□ 

□ 


Etageres solidement assujetties 

□ 

□ 

□ 


Revetement des paillasses etanche et resistant aux acides, 
aux bases, aux solvants organiques et a la chaleur .... 

□ 

□ 

□ 


Eclairage suffisant 

□ 

□ 

□ 


Espace de rangement suffisant et correctement utilise .. 

□ 

□ 

□ 


Bouteilles de gaz 

Toutes les bouteilles arrimees 

□ 

□ 

□ 


Bouteilles de reserve munies de bouchons 

□ 

□ 

□ 


Gaz asphyxiants ou toxiques presents uniquement 
dans les salles ventilees 

□ 

□ 

□ 


Presence de bouteilles vides ou en exces 

□ 

□ 

□ 


Produits chimiques 

Produits inflammables ranges dans I’armoire 

appropriee 

□ 

□ 

□ 


Double datage des produits generateurs de peroxydes 
(reception et ouverture) 

□ 

□ 

□ 


Bonne separation des produits 

□ 

□ 

□ 


Produits dangereux ranges au-dessus du niveau des 
yeux 

□ 

□ 

□ 


Produits ranges au sol 

□ 

□ 

□ 


Recipients de produits chimiques restes ouverts 

□ 

□ 

□ 


Bon etiquetage de toutes les solutions 

□ 

□ 

□ 


Utilisation de thermometres a mercure 

□ 

□ 

□ 


Refrigerateurs, congelateurs, chambres froides 

Presence d’aliments pour la consommation humaine ... 

□ 

□ 

□ 


Produits inflammables dans des unites a I’epreuve 
des explosions ou securisees 

□ 

□ 

□ 


Presence de substances cancerogenes, radioactives 
ou d’un risque biologique indiquee par une 
marque exterieure 

□ 

□ 

□ 


Systeme d’ouverture d’urgence des chambres froides .. 

□ 

□ 

□ 
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POINTS C0NTR0LES (NOTER LA DATE) 


OUI NON SANSOBJET OBSERVATIONS 


Equipement electrique 


Presence de rallonges 

... □ 

□ 

□ 

Prises femelles a la terre et avec la polarite appropriee 

. □ 

□ 

□ 

Branchements a proximite des eviers sous les 
douches, etc 

... □ 

□ 

□ 

Appareils avec fils effiloches ou endommages 

... □ 

□ 

□ 

Prises surcharges ou plaquettes a connexions 

... U 

□ 

□ 

Plaquettes a connexions non posees sur le sol 

... □ 

□ 

□ 

Fusibles appropries dans les gaines 

... □ 

□ 

□ 

Les prises proches de I’alimentation en eau sont 
conformes a la reglementation locale 

... □ 

□ 

□ 

Cables electriques a la terre 

... □ 

□ 

□ 

Radiateurs portables 

... U 

□ 

□ 

Equipement de protection individuelle 

Rince-yeux dans le laboratoire 

... □ 

□ 

□ 

Douche de securite 

... □ 

□ 

□ 

Equipement de protection individuelle (gants, blouses, 
lunettes de securite, lunettes a coques etc.) □ 

□ 

□ 

Personnel portant des vetements appropries 

... □ 

□ 

□ 

Blouses, combinaisons, sarraus, gants et autres 
vetements ou accessoires de protection non 
portes hors du laboratoire 

... □ 

□ 

□ 

Tenues de protection individuelle pour le stockage 
cryogenique 

... □ 

□ 

□ 

Gestion des dechets 

Signes d’une evacuation defectueuse des dechets .. 

... □ 

□ 

□ 

Dechets tries et rassembles dans les recipients 
appropries 

... □ 

□ 

□ 

Recipients pour dechets chimiques marques, 
etiquetes, dates et fermes 

... □ 

□ 

□ 

Recipients pour dechets chimiques correctement 
manipules et ranges 

... □ 

□ 

□ 

Recipients pour objets pointus ou tranchants 
correctement utilises et elimines 

... □ 

□ 

□ 

Pas de detritus sur le sol 

... □ 

□ 

□ 

Affichage de la marche a suivre pour I’elimination des 
dechets □ 

□ 

□ 

Existence de programmes de sante et securite au travail 

Communication du risque □ 

□ 

□ 

Protection respiratoire 

... □ 

□ 

□ 

Protection auditive 

... □ 

□ 

□ 

Surveillance du formaldehyde 

... □ 

□ 

□ 

Surveillance de I’oxyde d’ethylene 

... □ 

□ 

□ 

Surveillance des gaz anesthesiants 

... □ 

□ 

□ 
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POINTS C0NTR0LES (NOTER LA DATE) 


OUI NON SANSOBJET OBSERVATIONS 


Systemes de controle technique 

Locaux du laboratoire en depression par rapport aux 


autres locaux occupes, les couloirs et les bureaux ... 

□ 

□ 

□ 

Eviersou conduites d’evacuation jouant le role d’events .... 

□ 

□ 

□ 

Lavabo 

□ 

□ 

□ 

Elements mecaniques exposes (poulies, engrenages) ... 

□ 

□ 

□ 

Conduite d’aspiration (circuit de vide) avec fibres et 
pieges au niveau des paillasses 

□ 

□ 

□ 

Risque de reflux dans le reseau d’alimentation en eau .... 

□ 

□ 

□ 

Appareil a distiller I’eau en bon etat 

□ 

□ 

□ 

Programme actif et efficace de lutte contre les 
arthropodes et les rongeurs 

□ 

□ 

□ 

Pratiques et regies generates 

Aliments destines a la consommation humaine 
conserves en dehors du laboratoire 

□ 

□ 

□ 

Avertissement du genre « Defense d’introduire des 
aliments - reserve au travail de laboratoire » 
clairement marque sur les fours a micro-ondes .... 

□ 

□ 

□ 

On mange, boit, fume ou se maquille dans le laboratoire .. 

□ 

□ 

□ 

Recipients en verre sous pression scotches ou 
proteges (par ex. pieges a vide) 

□ 

□ 

□ 

Pipettage a la bouche interdit 

□ 

□ 

□ 

Dispositifs de pipettage mecaniques, propipettes, etc. 
fournis et utilises 

□ 

□ 

□ 

Rangement distinct pour les tenues de laboratoire et 
les vetements de ville 

□ 

□ 

□ 

Tenue generate du laboratoire 

Recipients en verre ranges sur le sol 

□ 

□ 

□ 

Risques de trebuchement manifestes 

□ 

□ 

□ 

Lingettes absorbantes propres sur les plans de travail ... 

□ 

□ 

□ 

Manipulation mecanique des debris de verre (pelle et 
brosse, pinces, etc.) 

□ 

□ 

□ 

Securite incendie 

Pommes des asperseurs degagees et non obstruees ... 

□ 

□ 

□ 

Pas de joints d’etancheite au niveau des traversees 
des murs, plafonds , planchers, etc 

□ 

□ 

□ 

Passage de fils et de tuyaux dans I’ouverture des portes .. 

□ 

□ 

□ 

Allees de circulation de 1 m de largeur au minimum 

□ 

□ 

□ 

Objets ranges sur des conduites ou sur des 

appareils electriques 

□ 

□ 

□ 

Combustibles excedentaires stockes dans le laboratoire .... 

□ 

□ 

□ 

Bains chauffants a temperature constante 

Avec faible niveau d’eau et interrupteur de surchauffe ... 

□ 

□ 

□ 

Construits en materiau non combustible 

□ 

□ 

□ 


Signature du controleur : 


Date d’achevement du controle : 


Tableau 6. Laboratoire de base - Securite biologique niveau 2 : controle de securite. 

Ce formulaire est a utiliser avec le formulaire de controle biosecuritaire pour le 
laboratoire de base - securite biologique niveau 1 


Lieu : 

Responsable du laboratoire : 

. Date : . 



POINTS CONTROLES (NOTER LA DATE) 

OUI 

NON 

SANS OBJET 

OBSERVATIONS 

Enceinte de securite biologique (ESB) 

Agrement au cours de I’annie precedente 

□ 

□ 

□ 

Date : 

Nettoyage de la surface de I’ESB avec un disinfectant 

□ 

□ 

□ 


approprie au debut et a la fin de chaque 
manipulation 

□ 

□ 

□ 

Emplacement : 

Grille frontale et filtre d’ivacuation non obstrues 

□ 

□ 

□ 

Marque : 

Presence de flammes nues dans I’enceinte 

□ 

□ 

□ 


Conduites d’aspiration (circuit de vide) munies de 
filtres et de pieges a disinfectants en itat de 
fonctionner 

□ 

□ 

□ 

Type : 

N° de sirie : 

Efficaciti de I’ESB compromise par I’air ambiant ou 
I’emplacement 

□ 

□ 

□ 


Utilisation de I’ESB en presence d’un risque de 
formation d’airosols 

□ 

□ 

□ 


Laboratoire 

Acces limiti au personnel autorisi 

□ 

□ 

□ 


Entrie limitie au personnel connaissant la totaliti 
des risques 

□ 

□ 

□ 


Panneau de danger biologique apposi si 

nicessaire sur la porte du laboratoire 

□ 

□ 

□ 


• Informations du panneau exactes et a jour 

□ 

□ 

□ 


• Panneau lisible et en bon itat 

□ 

□ 

□ 


Toutes les portes fermies 

□ 

□ 

□ 


Decontamination 

Dicontaminant spicifique du ou des 

micro-organismes en cause 

□ 

□ 

□ 


Le chef de laboratoire est privenu si du matiriel 
infectieux est ripandu ou impliqui dans un accident ... 

□ 

□ 

□ 


Un dicontaminant approprii est utilisi pour nettoyer 
un produit ripandu 

□ 

□ 

□ 


Les plans de travail sont nettoyis avant et apres 
chaque manipulation, quotidiennement ou si un 
produit a iti ripandu 

□ 

□ 

□ 


Manipulation des dechets contamines 

Bon usage des conteneurs de dichets contaminis ... 

□ 

□ 

□ 


Pas de conteneurs remplis a ras bords 

□ 

□ 

□ 


Conteneurs correctement itiquetis et fermis 

□ 

□ 

□ 


Cultures et autres dichets soumis a riglementation 
dument dicontaminis avant ilimination 

□ 

□ 

□ 


Transport dans des conteneurs fermis, solides et 
itanches du matiriel dicontamini hors du 
laboratoire, conformiment a la riglementation 
locale 

□ 

□ 

□ 
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OUI NON SANSOBJET OBSERVATIONS 


Decontamination biologique des dechets mixtes 
avant elimination sous la forme de dechets 
chimiques ou radiologiques □ □ □ 

Protection individuelle 

Vaccinations ou examens necessaires rappeles au 
personnel selon les agents infectieux 

manipules □ □ □ 

Services medicaux competents contactes pour les 
bilans de sante, la surveillance medicale et le 

traitement en cas d’exposition professionnelle □ □ □ 

Port de gants pour la manipulation de materiel 
biologique infectieux ou d’equipements 

contamines □ □ □ 

Protection faciale lors de travaux sur du materiel 

infectieux en dehors d’une ESB □ □ □ 

Lavage des mains une fois les gants enleves et 
avant de sortir du laboratoire en cas de travaux 

sur des agents infectieux □ □ □ 

Possibility d’administrer un anti-infectieux a titre de 

premier secours □ □ □ 

Pratiques 

Utilisation d’une ESB s’il y a possibility de 
projections ou de formation d’aerosols de 

materiel infectieux □ □ □ 

Un manuel de security biologique a ete prepare et 

adopte □ □ □ 

Le personnel lit, etudie et suit les instructions 
relatives aux pratiques et techniques et en 
particular celles qui figurent dans le manuel de 
security ou le manuel de laboratoire (obligatoire 

une fois par an pour tout le personnel) □ □ □ 

Les manipulations sont effectuees de maniere a 
produire le moins possible d’aerosols ou 

d’eclaboussures □ □ □ 

Des seringues autobloquantes ou jetables sont 

utilisees pour les travaux sur agents infectieux .... □ □ □ 

Les godets et les rotors des centrifugeuses ne sont 

ouverts qu'a I’interieur d’une ESB □ □ □ 

Les echantillons infectieux sont transportes hors 
d’une ESB dans des conteneurs approuves 
conformement a la regimentation relative au 
transport de ce type de produit □ □ □ 

Commodites 

Lavabo installe pres de la sortie du laboratoire □ □ □ 

Signature du controleur : Date d’achevement du controle : 
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Tableau 7 . Laboratoire de confinement - Securite biologique niveau 3 : controle de 
securite. Ce formulaire est a utiliseravec les formulaires de controle biosecuritaire 
pour les laboratoires - securite biologique niveau 1 et securite biologique niveau 2. 


Lieu : 

Responsable du laboratoire : 

Date 



POINTS CONTROLES (NOTER LA DATE) 

OUI 

NON 

SANS OBJET OBSERVATIONS 

Etablissement 

Laboratoire separe des points de passage normaux du 
batiment 

□ 

□ 

□ 

Acces au laboratoire par un vestibule dote de portes a 
fermeture automatique 

□ 

□ 

□ 

Des joints d’etancheite sont poses ou peuvent I’etre au 
niveau de toutes les traversees en vue de la 
decontamination du laboratoire 

□ 

□ 

□ 

Air du local non recycle et evacue hors des secteurs 
occupes 

□ 

□ 

□ 

Systeme de ventilation regule permettant le controle du 
sens de circulation de I'air 

□ 

□ 

□ 

Protection individuelle 

Port de blouses fermees sur le devant dans le 
laboratoire 

□ 

□ 

□ 

Port des vetements de protection limite aux locaux du 
laboratoire 

□ 

□ 

□ 

Lavabo actionne par le pied, le coude ou a 

declenchement automatique 

□ 

□ 

□ 

Protection des mains 

Port de gants doubles pour le travail avec du materiel 
infectieux et des d’equipements ou des plans de 
travail pouvant etre contamines 

□ 

□ 

□ 

Protection respiratoire 

Port d’une protection respiratoire par I’ensemble du 
personnel du laboratoire lorsque des aerosols ne 
sont pas confines de fagon sure dans une ESB .... 

□ 

□ 

□ 

Pratiques 

Dispositif de protection des muqueuses a disposition 
pour la manipulation de materiel infectieux hors 
d’une ESB 

□ 

□ 

□ 

Personnel averti des risques particuliers lies a I'agent 
ou aux agents infectieux 

□ 

□ 

□ 

Personnel tenu de lire et d’observer toutes les 
instructions relatives aux pratiques et techniques, 
y compris celles du manuel de securite biologique 
ou du manuel de laboratoire 

□ 

□ 

□ 

Mises a jour annuelles adressees au personnel ou 
formation complementaire si des changements 
sont apportes a certaines techniques 

□ 

□ 

□ 

Autoclavage de tous les dechets avant elimination .... 

□ 

□ 

□ 

Signature du controleur : Date d’achevement du controle : 
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PARTIE II 

SOrete biologique 
en laboratoire 



9. Principes de la surete biologique 
en laboratoire 


Jusqu’ici, le contenu du Manuel de securite biologique en laboratoire a surtout consiste 
dans un expose des principes classiques de la securite biologique en laboratoire. Les 
precedentes editions montrent combien il est important que les laboratoires aient 
recours a de bonnes techniques microbiologiques, disposent de systemes de confine- 
ment appropries et d’installations bien complies et agencees, avec des equipements 
correctement utilises et entretenus, et qu’en outre les services administratifs veillent 
a reduire au minimum les risques de lesions ou de maladie chez le personnel. Si les 
laboratoires suivent ces recommandations, ils seront egalement a meme de reduire 
au minimum les risques pour l’environnement et la collectivite dans son ensemble. 
Divers evenements survenus ces dernieres annees dans le monde mettent en lumiere 
la necessite de proteger les laboratoires et les matieres qu’ils detiennent contre un 
certain nombre de perils susceptibles d’entrainer des dommages pour la population, 
le betail, l’agriculture ou l’environnement. Avant de voir quels peuvent etre les besoins 
des laboratoires en matiere de surete biologique, il convient de definir clairement ce 
que l’on entend par securite et surete biologique et en quoi ces deux notions se 
distinguent. 

La securite biologique consiste dans la mise en oeuvre d’un certain nombre de 
principes, de techniques et de pratiques de confinement visant a prevenir le risque 
accidentel d’exposition du personnel a des agents pathogenes ou a des toxines, ou 
encore de liberation de telles substances. La surete biologique, elle, consiste dans la mise 
en place d’un certain nombre de mesures d’ordre administratif et de gestion du per- 
sonnel, en vue de reduire le risque de perte, de vol, d’utilisation a mauvais escient, de 
detournement ou de liberation deliberee d’agents ou de toxines. 

Le veritable fondement de la surete biologique reside dans l’application en la- 
boratoire des pratiques de securite biologique. En effet, grace aux evaluations du 
risque pratiquees dans le cadre du programme biosecuritaire de l’etablissement, on 
peut recueillir des informations sur la nature des micro-organismes detenus, sur 
l’emplacement de ces micro-organismes, sur le personnel qui demande a pouvoir en 
disposer et sur l’identite de la personne responsable de ces germes. On peut alors 
exploiter ces informations pour determiner si un etablissement detient des matieres 
biologiques susceptibles d’attirer des personnes envisageant d’en faire un usage crimi- 
nel. Il convient d’elaborer des normes nationales identifiant et examinant les respon- 
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sabilites actuelles des pays et des etablissements dans la protection des echantillons, 
des agents pathogenes et des toxines detenus contre toute utilisation abusive. 

11 incombe a chaque laboratoire, en fonction de ses besoins, de la nature de ses 
activites et des conditions locales, d’elaborer et de mettre en oeuvre un programme 
de surete biologique specifique. Par consequent, les activites de surete biologique 
pratiquees dans un laboratoire doivent etre representatives des divers besoins de cet 
etablissement et beneficier de la contribution ou de l’avis des directeurs scientifiques, 
des principaux chercheurs, des responsable de la surete biologique, du personnel 
scientifique du laboratoire, du personnel d’entretien, des responsables administratifs, 
du personnel specialise dans les technologies de l’information et, si necessaire, des 
services de repression des fraudes et du personnel de securite. 

Les mesures de surete biologique en laboratoire doivent s’appuyer sur un pro- 
gramme complet de responsabilisation a l’egard des agents pathogenes et des toxines, 
qui comprend un inventaire actualise identifiant l’emplacement de ces matieres et 
du personnel y ayant acces et indiquant leur utilisation, leurs transferts internes a 
l’etablissement ou entre etablissements, ainsi que toute inactivation et/ou elimination 
eventuelles des matieres. De meme, il convient d’etablir un protocole de surete 
biologique pour le laboratoire, destine a guider l’identification, le signalement, l’etude 
et l’elimination des failles dans la surete biologique de cet etablissement, y compris 
les incoherences dans les resultats d’inventaire. La participation, les roles et les respon- 
sabilites des autorites de sante et de securite publiques en cas d’entorse a la surete 
doivent etre clairement definis. 

Une formation a la surete biologique en laboratoire, distincte de la formation a la 
securite biologique en laboratoire, doit etre dispensee a tout le personnel. Une telle 
formation devrait aider les membres du personnel a comprendre les besoins en matiere 
de protection de ces matieres et les raisons des differentes mesures de securite 
biologique. Elle devrait aussi inclure un examen des normes nationales pertinentes et 
des procedures propres a l’etablissement. Au cours de cette formation, il convient 
de presenter egalement les procedures precisant les roles et les responsabilites du per- 
sonnel en matiere de surete en cas d’infraction dans ce domaine. 

L’aptitude professionnelle et morale a travailler avec des agents pathogenes dan- 
gereux de l’ensemble du personnel disposant d’un acces autorise regulier aux matieres 
sensibles joue egalement un role determinant dans l’efficacite des activites concernant 
la surete en laboratoire. 

En resume, les precautions de surete doivent devenir des elements de routine du 
travail de laboratoire, a Legal des mesures d’asepsie ou de securite microbiologique. 
Les mesures de surete biologique en laboratoire ne doivent pas faire obstacle a un 
partage efficace des matieres de reference, des echantillons cliniques et epidemio- 
logiques et des informations qui s’y rapportent, necessaires aux enquetes cliniques ou 
de sante publique. Un programme de surete bien gere ne devrait pas entraver outre 
mesure les activites quotidiennes du personnel scientifique, ni faire obstacle a la 
realisation des recherches. Un acces legitime aux recherches et aux matieres cliniques 
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importantes doit etre preserve. L’ evaluation de l’aptitude des membres du personnel, 
l’apport a ces membres d’une formation specifique a la surete et un respect rigoureux 
des procedures de protection des agents pathogenes constituent des moyens 
raisonnables pour ameliorer la surete biologique en laboratoire. La mise en place et 
le maintien de tous ces efforts passe par la realisation devaluations des risques et des 
menaces et par la revision et la mise a jour des procedures sur une base reguliere. Des 
controles du respect de ces procedures, s’appuyant sur des instructions claires quant 
aux roles, aux responsabilites et aux mesures correctives, doivent etre prevus par les 
programmes de surete biologique en laboratoire et par les normes nationales dans ce 
domaine. 
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PARTIE III 

Equipements de 
laboratoire 



10. Enceintes de 
securite biologique 


Les enceintes de securite biologique (ESB) - appelees aussi postes de securite microbi- 
ologique (PSM) - sont con^ues pour eviter que Foperateur, le local du laboratoire et 
le materiel de travail ne soient exposes aux aerosols ou eclaboussures infectieux qui 
pourraient se produire lors de la manipulation de materiels biologiques contenant des 
agents pathogenes, comme les cultures primaires, les souches pour les cultures et les 
echantillons destines au diagnostic. Des aerosols se produisent lors de toute manipu- 
lation qui communique de l’energie a un produit liquide ou semi-liquide, par exemple 
lorsqu’on secoue, verse, agite, ou fait tomber un liquide goutte a goutte sur une surface 
ou dans un autre liquide. D’autres operations, par exemple ensemencer en stries une 
plaque de gelose, inoculer des flacons pour culture cellulaire a l’aide d’une pipette, 
utiliser une pipette multivoies pour delivrer une suspension liquide d’ agents infectieux 
sur une plaque de microculture, homogeneiser et melanger du materiel biologique 
infectieux, centrifuger un liquide ou travailler sur un animal, peuvent provoquer la for- 
mation d’aerosols infectieux. Les particules d’aerosol de moins de 5 pm de diametre ou 
les gouttelettes de diametre compris entre 5 et 100 pm, ne sont pas visibles a 1’oeil nu. 
Lorsque des aerosols se forment, Foperateur ne s’en rend generalement pas compte, et 
il n’a pas conscience non plus qu’ils peuvent etre inhales ou provoquer la contamina- 
tion croisee des plans de travail. On a montre qu’une ESB convenablement utilisee est 
capable de reduire tres efficacement le nombre d’infections contractees au laboratoire 
ou les contaminations croisees consecutives a une exposition a des aerosols infectieux. 
Les ESB contribuent egalement a la protection de l’environnement. 

Au cours des annees, la conception de base des ESB a subi un certain nombre de 
modifications. L’une des plus importantes a ete le montage d’un filtre a particules de 
haute efficacite (filtre HEPA) sur le systeme d’evacuation. Ce filtre est capable d’ar- 
reter 99,97 % des particules de 0,3 pm de diametre et 99,99 % de celles dont le 
diametre se situe de part et d’autre de cette valeur. Un filtre HEPA peut done arreter 
efficacement tous les agents infectieux connus et l’on peut done etre certain que l’air 
qui sort de l’enceinte est exempt de germes pathogenes. Une deuxieme modification 
a consiste a diriger Fair filtre sur le plan de travail, ce qui permet d’ eviter la conta- 
mination de ce plan et de ce qui s’y trouve. On parle souvent de « protection du 
produit » pour designer cette caracteristique. Le tableau 8 indique le type de 
protection confere dans chaque cas. 

Remarque. Les hottes a flux laminaire horizontal ou vertical ne sont pas des 
enceintes de securite biologiques et ne doivent pas etre utilisees comme telles. 
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Tableau 8. Choix d’une enceinte biologique de securite (ESB) en fonction du type de 
protection recherche 


TYPE DE PROTECTION 

ESB A UTILISES 


Protection du personnel, micro-organismes 
des groupes de risque 1 a 3 

Classe 1, Classe II, Classe III 

Protection du personnel, micro-organismes 
du groupe de risque 4, laboratoire avec 
boTte a gants 

Classe III 


Protection du personnel, micro-organismes 
du groupe de risque 4, port obligatoire de 
combinaisons pressurisees 

Classe 1, Classe II 


Protection du produit 

Classe II, Classe III 

uniquement si flux laminaire 

Protection contre les radionucleides volatils/ 
protection chimique, quantites minimes 

Classe IIB1 , Classe 

IIA2 a evacuation exterieure 

Protection contre les radionucleides volatils/ 
protection chimique 

Classe 1, Classe IIB2, Classe III 


Enceinte de securite biologique de classe I 

Le schema d’une enceinte de securite biologique de classe I est represente sur la figure 
6. L’air est aspire par l’ouverture frontale a la vitesse minimale de 0,38 m/s et passe sur 
le plan de travail avant d’etre evacue par une conduite munie d’un fibre. Le courant 
d’air entraine hors de la zone de respiration de l’operateur les particules d’aerosol qui 
pourraient se former au niveau du plan de travail et les dirige vers la conduite d’eva- 
cuation. L’operateur peut passer les bras par l’ouverture frontale pour atteindre le plan 
de travail situe a l’interieur de l’enceinte tout en observant ce plan a travers un panneau 
de verre. Ce panneau peut egalement etre completement leve, ce qui permet d’acceder 
plus facilement au plan de travail pour le nettoyer ou pour toute autre raison. 

L’air de l’enceinte est evacue par une conduite munie d’un fibre HEPA : a) dans le 
laboratoire, puis a l’exterieur du batiment par le circuit d’ evacuation de ce dernier; b) 
a l’exterieur par le circuit d’evacuation du batiment; c) directement a l’exterieur. Le 
fibre HEPA peut etre monte sur la gaine d’evacuation de l’ESB ou sur le circuit d’e- 
vacuation du batiment. Certaines ESB de classe I sont equipees d’un fibre HEPA 
integre, les autres utilisent le ventilateur d’ extraction qui equipe le circuit d’evacua- 
tion du batiment. 

L’ESB de classe I a ete la premiere enceinte de ce type a etre agreee et, du fait de la sim- 
plicity de sa conception, elle est encore tres largement utilisee dans le monde. Elle 
presente l’avantage d’ assurer la protection du personnel et de l’environnement et peut 
egalement etre utilisee pour travailler sur des radionucleides ou des produits chimiques 
volatils et toxiques. Toutefois, comme Fair aspire par l’ouverture frontale passe sur le plan 
de travail sans etre sterilise, ce dispositif ne protege pas a coup sur le produit manipule. 
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Figure 6. Representation schematique d’une enceinte de securite biologique de classe I. 

A, ouverture frontale; B, panneau d‘ observation a guillotine; C, filtre HEPA monte sur 
la conduite d’evacuation; D, gaine d’evacuation. 


Enceinte de securite biologique de classe II 

Les cultures cellulaires et tissulaires etant de plus en plus utilisees pour la culture des 
virus, on a estime qu’il n’etait plus acceptable de faire passer de l’air non sterilise 
provenant de la piece sur le plan de travail. Les ESB de classe II ont ete con^ues non 
seulement pour assurer la protection du personnel, mais egalement pour eviter que 
le materiel biologique present sur le plan de travail ne soit contamine par Fair de la 
piece. Les ESB de classe II, dont il existe quatre types (Al, A2, B1 et B2), se differen- 
cient des ESB de classe I par le fait qu’elles ne laissent passer sur le plan de travail que 
de Fair sterile c’est-a-dire ayant traverse un filtre HEPA. Les ESB de classe II peuvent 
etre utilisees pour travailler sur des agents infectieux des groupes de risque 2 et 3. Elies 
peuvent egalement etre utilisees pour travailler sur des agents infectieux du groupe de 
risque 4 si l’operateur porte une combinaison de protection pressurisee. 

Enceinte de securite biologique de classe II, type Al 

La figure 7 represente une enceinte de securite biologique de classe II, type Al. Un 
ventilateur place a Finterieur de Fenceinte aspire Fair par l’ouverture frontale et le fait 
passer a travers la grille avant. Au niveau de l’ouverture frontale, Fair doit etre aspire 
a la vitesse minimum de 0,38 m/s. L’air traverse ensuite un filtre HEPA avant de se 
diriger vers le bas pour passer sur le plan de travail. Au cours de son mouvement 
descendant, le courant d’air se divise a une distance d’environ 6 a 18 cm du plan de 
travail pour former deux courants secondaires, Fun qui passe a travers la grille avant 
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coupe de face coupe laterale 


| air ambiant 

(] air potentiellement contamine 
D air filtre par le filtre HEPA 

Figure 7 . Representation schematique d une enceinte de securite biologique de classe It, 
type A1. 

A, ouverture frontale; B, panneau d’observation a guillotine; C, filtre HEPA d'evacua- 
tion; D, chambre de distribution arriere; E, filtre HEPA d’admission; F ventilateur. 

et l’autre a travers la grille arriere. Toutes les particules d’aerosol qui se forment au 
niveau du plan de travail sont immediatement piegees par ce courant descendant et 
entrainees a travers les grilles avant ou arriere, ce qui assure une protection maximale 
du produit manipule. L’air s’echappe ensuite par la chambre de distribution situee a 
l’arriere pour aboutir dans l’espace qui se trouve au sommet de 1’ enceinte, entre le 
filtre d’admission et le filtre d’ evacuation. Compte tenu des dimensions relatives de 
ces deux fibres, environ 70 % de l’air est recycle a travers le filtre d’admission pour 
revenir sur le plan de travail; les 30 % restants sont rejetes dans la piece ou a l’ex- 
terieur apres avoir traverse le filtre d’evacuation. 

L’air rejete par une enceinte de securite biologique de classe II, type A1 peut etre 
recycle dans la piece ou evacue a l’exterieur du batiment en raccordant l’enceinte a 
une conduite d’evacuation speciale a l’aide d’un manchon ou en le faisant passer par 
le circuit d’evacuation general. 

Le recyclage de l’air dans la piece a l’avantage de reduire les depenses en com- 
bustible de l’etablissement car l’air chauffe ou refroidi ne s’echappe pas a l’exterieur. 
Le raccordement par une gaine etanche de l’enceinte au circuit d’evacuation permet 
egalement d’utiliser certaines ESB pour travailler sur des radionucleides et des pro- 
duits chimiques toxiques volatils (tableau 8). 
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2 air ambiant 

^ air potentiellement contamine 
□ air filtre par le filtre HEPA 


Figure 8. Representation schematique d’une enceinte de securite biologique de classe II, type 
B1. 

A, ouverture frontale; B, parmeau d'observation a guillotine; C, filtre HEPA d’evacua- 
tion; D, filtre HEPA d’admission; E, gaine d’evacuation en depression; F, ventilateur; 
G, filtre HEPA d’admission d’air. II est necessaire de raccorder le circuit d’evacuation 
de /’enceinte au circuit general d’evacuation du batiment. 

Enceintes de securite biologique de classe II, type A2 avec ventilation sur I’exterieur 
et de classe II, types B1 et B2 

Les ESB de classe II, type A2 avec ventilation sur Fexterieur et les ESB de classe II types 
B1 (figure 8) et B2, sont des variantes de l’ESB II, type Al. Le tableau 9 en donne les 
caracteristiques, avec celles des ESB de classe I et de classe III. Chacune de ces 
variantes correspond a un usage particulier (voir tableau 8). Elies different les unes 
des autres a plusieurs egards : vitesse de Fair a travers l’ouverture frontale; quantite 
d’air recyclee sur le plan de travail et evacuee de l’enceinte; circuit d’evacuation, 
qui determine si Fair issu de l’enceinte est rejete dans la piece ou a Fexterieur, par 
l’intermediaire d’un circuit d’evacuation special ou par le circuit d’evacuation 
general; reglage de la pression (enceinte dont les gaines et la chambre de distribution 
biologiquement contaminees sont en depression ou, a defaut, sont entourees de 
volumes en depression). 

Les references bibliographiques 7 et 8 ainsi que les brochures disponibles aupres 
des fabricants donnent une description complete des diverses ESB de classe IIA et IIB. 
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Tableau 9. Differences entre les enceintes de securite biologique (ESB) des classes 
I, II et III. 


ESB 

VITESSE A L'ENTREE (m/s) 

COURANT D’AIR (%) 

CIRCUIT D’EVACUATION 



RECYCLE 

EVACUE 


Classe l a 

0,36 

0 

100 

Jonction rigide etanche 

Classe IIA1 

0,38-0,51 

70 

30 

Evacuation dans la 
piece ou manchon de 
raccordement 

Classe IIA2 avec 
ventilation sur 
I’exterieur 3 

0,51 

70 

30 

Evacuation dans la 
piece ou manchon de 
raccordement 

Classe IIB1 a 

0,51 

30 

70 

Jonction rigide etanche 

Classe IIB2 a 

0,51 

0 

100 

Jonction rigide etanche 

Classe III 3 

Sans objet 

0 

100 

Jonction rigide etanche 


Toutes les gaines et tous les conduits potentiellement contamines sont en depression ou sont entoures 
de gaines et de volumes en depression. 


Enceinte de securite biologique de classe III 

Ce type d’ enceinte (figure 9), qui assure au personnel la protection maximale, est 
utilise pour travailler sur des agents infectieux du groupe de risque 4. Toutes les tra- 
versees sont dotees de joints etanches aux gaz. L’air admis dans l’enceinte passe a 
travers un filtre HEPA et Pair qui en sort a travers deux filtres HEPA. La circulation 
de l’air est assuree par un circuit d’evacuation special situe a l’exterieur de l’enceinte, 
qui en maintien Pinterieur en depression (environ 124,5 Pa). Pour acceder au plan de 
travail, on utilise des gants en caoutchouc tres resistant fixes a des orifices frontaux. 
Les ESB de classe III doivent etre equipees d’un sas de passage susceptible d’etre steri- 
lise et dote d’un systeme d’evacuation avec filtre HEPA. Les enceintes de classe III 
peuvent etre raccordees a un autoclave a double porte pour la decontamination de 
tout ce qui entre ou sort de l’enceinte. Pour disposer d’un plan de travail plus vaste, 
on peut adjoindre plusieurs boites a gants. Les ESB de classe III conviennent pour les 
manipulations effectuees dans les laboratoires de securite biologique niveau 3 ou 4. 

Raccordements pour I’evacuation de I’air des enceintes de securite biologique 

II existe des manchons de raccordement ou des hottes que l’on peut utiliser avec les 
ESB de classe IIA1 ou IIA2 avec ventilation exterieure. Le manchon de raccordement 
s’adapte sur le boitier d’evacuation de l’enceinte et permet d’en aspirer Pair pour 
l’amener jusqu’aux gaines d’evacuation du batiment. Un petit espace, generalement 
de 2,5 cm de diametre est menage entre le boitier d’evacuation de l’enceinte et le 
raccord, ce qui permet d’aspirer Pair de la piece pour l’amener egalement dans le 
circuit d’evacuation du batiment. Le manchon doit etre amovible ou tout au moins 


• 62 • 


10. ENCEINTES DE SECURITE BIOLOGIQUE 



^ airambiant 

^ air potentiellement contamine 
G air filtre par le filtre HEPA 


Figure 9. Representation schematique d’une enceinte de securite biologique de classe III 
(bolte a gants). 

A, orifices de fixation des manchons a gants; B, panneau d’observation a guillotine; C, 
deux filtres HEPA d'evacuation montes en serie; D, filtre HEPA d'admission; 
E, autoclave a deux portes ou sas de passage; F cuve de disinfection chimique. 
II est necessaire de raccorder le circuit d’evacuation de I’enceinte a un circuit 
d’evacuation du batiment independant. 

etre con^u pour permettre de controler le fonctionnement de l’enceinte. En regie 
generale, les fluctuations du debit de l’air dans le circuit de ventilation du batiment 
n’ont guere d’influence sur le fonctionnement d’une ESB raccordee au circuit par un 
manchon de ce genre. 

Les ESB de classe IIB1 ou IIB2 sont dotees de jonctions rigides etanches, c’est-a- 
dire qu’elles sont raccordees directement, sans laisser aucun espace, au circuit d’eva- 
cuation du batiment ou, de preference, a un circuit d’evacuation special. II faut que 
le circuit d’evacuation du batiment soit parfaitement adapte aux specifications 
indiquees par le fabricant, tant en ce qui concerne le volume d’air que la pression sta- 
tique. Le processus d’agrement des ESB a jonction rigide etanche est plus long que 
dans le cas des enceintes avec recyclage de l’air dans la piece ou qui sont reliees au 
circuit d’evacuation au moyen d’un manchon ou d’une hotte. 

Choix d’une enceinte de securite biologique 

Le choix d’une ESB doit reposer avant tout sur le type de protection necessaire : protec- 
tion du produit manipule, protection du personnel contre des micro-organismes des 
groupes de risque 1 a 4, protection du personnel contre des radionucleides ou des 
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produits chimiques toxiques et volatils, protection simultanee contre plusieurs de ces 
risques. Le tableau 8 indique quel modele d’ESB utiliser pour chaque type de protection. 

II ne faut pas utiliser de produits chimiques toxiques ou volatils dans les enceintes 
avec recyclage de Fair dans la piece, a savoir les enceintes de classe I qui ne sont pas rac- 
cordees au circuit d’evacuation du batiment ou les enceintes de classe IIA1 ou IIA2. Les 
enceintes de classe IIB1 peuvent convenir pour des manipulations sur de tres petites 
quantites de produits chimiques ou de radionucleides volatils. Lorsque l’on travaille 
sur des quantites plus importantes de radionucleides ou de produits chimiques volatils, 
il faut utiliser une enceinte a evacuation totale, c’est-a-dire une ESB de classe IIB2. 

Utilisation des enceintes de securite biologique au laboratoire 

Emplacement 

La vitesse de Fair qui traverse l’ouverture frontale d’une ESB est d’environ 0,45 m/s. 
A cette vitesse, le flux d’air entrant est facilement perturbe par les courants d’air pro- 
duits par les personnes qui se deplacent a proximite de l’ESB, les fenetres ouvertes, les 
registres d’admission de Fair ou encore Fouverture ou la fermeture des portes. II faut 
done installer les ESB dans des emplacements qui soient eloignes des points de passage 
et des courants d’air qui pourraient perturber leur fonctionnement. Dans la mesure 
du possible, il faudrait prevoir un degagement d’une trentaine de centimetres derriere 
l’enceinte et sur chacun de ses cotes pour faciliter l’acces en cas d’operations de main- 
tenance. Il peut egalement s’averer necessaire de prevoir un degagement d’environ 30 
a 35 cm au-dessus de l’enceinte afin que l’on puisse mesurer exactement la vitesse de 
Fair a travers le filtre d’evacuation et le cas echeant, changer le fibre. 

Operateurs 

Si les enceintes de securite biologique ne sont pas utilisees correctement, la protection 
conferee risque d’etre considerablement reduite. L’operateur doit veiller a ne pas per- 
turber le flux d’air entrant lorsqu’il passe les bras dans le volume de travail ou les en 
retire. Il faut deplacer les bras tres lentement en avant ou en arriere, perpendiculaire- 
ment a Fouverture frontale. Avant de manipuler du materiel dans le volume de travail 
d’une ESB, il faut attendre environ 1 minute, une fois que l’on a passe les bras a l’in- 
terieur, pour que l’enceinte s’adapte et que le courant d’air vienne balayer la surface 
des mains et des bras. Il faut egalement veiller a ne faire qu’un minimum de mouve- 
ments a travers Fouverture frontale en pla^ant tous les instruments et objets neces- 
saires sur le plan de travail avant de commencer la manipulation. 

Disposition du materiel 

La grille de reprise frontale des ESB de classe II ne doit pas etre obstruee par du papier, 
des appareils ou d’autres objets. Il faut desinfecter la surface du materiel que l’on va 
disposer a l’interieur de l’enceinte avec de l’alcool a 70 %. On peut travailler sur un 
linge absorbant impregne de disinfectant pour retenir les projections et les eclabous- 
sures. Tout le materiel doit etre dispose aussi loin que possible dans le volume de 
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travail, en se rapprochant au maximum du bord distal du plan de travail, mais en 
evitant d’obstruer la grille arriere. Les appareils qui produisent des aerosols (par ex. 
melangeurs, centrifugeuses, etc.) doivent etre places vers le fond de l’enceinte. Le 
materiel encombrant, comme les sacs de securite biologique, les plateaux pour 
pipettes utilisees et les doles a vide doivent etre places sur un des cotes du volume de 
travail. Sur le plan de travail, il faut travailler en allant des zones propres vers les zones 
contaminees. 

Le sac de securite autoclavable destine a recueillir le materiel infectieux et les 
plateaux a pipettes ne doivent pas etre places hors de Fenceinte. Les frequents mou- 
vements de va-et-vient entre l’interieur et l’exterieur de l’enceinte qui sont necessaires 
pour utiliser ces recipients peuvent perturber la veine de garde et par voie de con- 
sequence, nuire a la protection du personnel et du produit manipule. 

Utilisation et maintenance 

La plupart des ESB sont concues pour une utilisation 24 h sur 24 et les chercheurs 
estiment que cette utilisation ininterrompue facilite la reduction du taux de poussieres 
et de matieres particulaires presentes dans le laboratoire. Les enceintes de classe IIA1 et 
IIA2 dont l’air est evacue dans la piece ou dans un circuit d’ evacuation special au moyen 
d’un manchon de raccordement, peuvent etre debranchees lorsqu’elles ne sont pas 
utilisees. Dans d’autres types d’enceinte, comme les ESB de classe IIB1 et IIB2 qui sont 
directement connectees aux gaines d’evacuation par un raccordement etanche, Fair 
doit circuler en permanence pour que Fair de la piece reste en etat d’equilibre. II faut 
brancher les enceintes au moins 5 minutes avant de commencer a travailler et attendre 
egalement 5 minutes une fois la manipulation achevee, pour « purger » le volume de 
travail, c’est-a-dire pour que Fair contamine ait le temps d’etre evacue de l’enceinte. 

Toute reparation effectuee sur une ESB doit etre confiee a un technicien qualifie. 
Si un dysfonctionnement se produit pendant l’utilisation de Fenceinte, il faut le si- 
gnaler et y remedier avant de reutiliser Fenceinte. 

Lampes UM 

Il n’est pas necessaire d’equiper les ESB de lampes a ultraviolets. Si toutefois on utilise 
de telles lampes, il faut les nettoyer chaque semaine pour eliminer la poussiere et les 
saletes qui pourraient reduire Faction germicide du rayonnement. L’intensite du 
rayonnement ultraviolet doit etre mesuree lors de chaque nouvel agrement de Fen- 
ceinte afin de verifier que F emission de la lampe est satisfaisante. Les lampes UV 
doivent etre eteintes quand des personnes sont presentes dans la piece, afin de 
proteger leurs yeux et leur peau contre toute exposition accidentelle. 

Flammes nues 

Il faut eviter la presence de toute flamme nue dans l’environnement quasi sterile qui 
existe a l’interieur de Fenceinte. En effet, les flammes perturbent la circulation de 
Fair et peuvent etre dangereuses si Fon utilise egalement des substances volatiles 
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inflammables. Pour steriliser les anses bactiriologiques, il existe des microbruleurs et 
des « fours » ilectriques, qui sont preferables aux flammes nues. 

Produits repandus accidentellement 

II faut afficher dans le laboratoire un exemplaire de la conduite a tenir si des produits 
sont repandus accidentellement et veiller a ce chacun lise et assimile ces instructions. 
Si un produit presentant un danger biologique est repandu accidentellement dans une 
ESB, il faut nettoyer immediatement le volume de travail pendant que l’enceinte con- 
tinue a fonctionner. On utilisera a cet effet un disinfectant efficace que l’on devra 
appliquer en s’effor^ant de produire le moins d’ aerosols possible. Tout ce qui entre en 
contact avec le produit repandu doit etre desinfecte ou passe a l’autoclave. 

Agrement 

La procedure d’agrement stipule qu’un controle doit etre effectue sur chaque ESB 
pour verifier qu’elle fonctionne conformement aux specifications nationales et inter- 
nationales et ne presente pas de defaut. Ce controle doit etre pratique lors de l’instal- 
lation puis periodiquement par des techniciens qualifies, conformements aux 
instructions du fabricant. Pour evaluer l’efficacite du confinement assure par une 
enceinte, il faut procider aux controles suivants : integrity de la structure, presence 
eventuelle de fuites au niveau des fibres E1EPA, parametres velocimetriques du flux 
d’air descendant, vitesse frontale du courant d’air, controle manometrique de la 
depression, debit des ventilateurs, essai au fumigene pour controler le flux d’air, 
alarmes et asservissement du verrouillage. On peut egalement effectuer d’autres con- 
troles (facultatifs) : defauts d’isolation electrique, intensite de l’eclairage, intensite du 
rayonnement UV, niveau de bruit et vibrations. Une formation, des competences et 
des equipements specialises sont indispensables pour effectuer ces controles et il est 
vivement recommande de les faire executer par un professionnel qualifie. 

Nettoyage et disinfection 

Tout ce qui se trouve a l’interieur de l’enceinte, y compris l’appareillage, doit faire 
l’objet d’une decontamination en surface et etre retire du volume de travail une fois 
la manipulation achevie, car un reste de milieu de culture peut permettre la pro- 
liferation des micro-organismes. 

Les surfaces interieures de l’enceinte doivent etre decontaminees avant et apres 
chaque utilisation. Les plans de travail et les parois interieures doivent etre passes au 
disinfectant de maniere a tuer tous les micro-organismes presents. A la fin de la 
journee de travail, on procedera a une decontamination finale consistant a passer au 
disinfectant le plan de travail, les parois latirales, le fond ainsi que la face arriere du 
panneau d’observation. A cet effet, on peut utiliser une solution d’hypochlorite ou de 
l’alcool a 70 %, si ces produits sont efficaces contre les germes que l’on cherche a di- 
mmer. Si on utilise un disinfectant corrosif, comme l’hypochlorite par exemple, il 
faudra encore rincer les surfaces avec de l’eau stirile. 
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11 est recommande de proceder a cette disinfection pendant que l’enceinte est en 
marche. Si elle a ete arretee, on la remettra en marche pendant 5 minutes pour la 
purger de Fair qu’elle contient avant de la debrancher definitivement. 

Decontamination 

L’enceinte doit etre decontaminee avant de changer les filtres ou avant de la deplacer. 
La methode la plus courante consiste en une fumigation au formaldehyde. La decon- 
tamination des enceintes doit etre effectuee par un professionnel qualifie. 

Equipements de protection individuelle 

Des vetements protecteurs doivent etre portes chaque fois que l’on utilise une ESB. 
Les blouses de laboratoire sont acceptables pour le travail aux niveaux de securite 
biologique 1 ou 2. Aux niveaux 3 ou 4, il faut utiliser des blouses a boutonnage dans 
le dos, qui assurent une meilleure protection (sauf dans un laboratoire oil le port d’une 
combinaison pressurisee est obligatoire). Les gants doivent etre bien tires de maniere 
a passer par dessus les poignets et non pas en dessous. Pour se proteger les poignets, 
on peut ajouter des manches a elastique. Certaines manipulations necessitent le port 
d’un masque ou de lunettes de protection. 

Alarmes 

Les ESB peuvent etre equipees d’un ou deux types d’alarme. Certaines alarmes 
n’equipent que les enceintes dotees d’un panneau d’observation a guillotine. Ces 
alarmes se declenchent si Foperateur place le panneau dans une mauvaise position et 
ne s’arretent que lorsqu’il a remis le panneau correctement en place. Un autre type 
d’alarme est destine a avertir d’une perturbation dans la circulation de Fair. Son 
declenchement est un signal de danger immediat pour Foperateur ou pour le produit. 
Si cette alarme retentit, il faut interrompre immediatement la manipulation et 
prevenir le chef de laboratoire. Le manuel d’utilisation fourni par le fabricant doit 
indiquer quelle est ensuite la marche a suivre. Ces questions doivent etre abordees lors 
de la formation a l’utilisation des ESB. 

Informations complementaires 

Le choix de l’ESB appropriee, son installation, son utilisation correcte et le controle 
annuel de son bon fonctionnement sont des operations complexes. Il est vivement 
recommande qu’elles soient supervisees par un professionnel de la securite biologique 
parfaitement forme et experimente. Ce specialiste doit tres bien connaitre la littera- 
ture correspondante mentionnee dans la bibliographie du present manuel et il doit 
avoir rcyu une formation complete sur la question. Les operateurs doivent egalement 
recevoir une formation en bonne et due forme portant sur le fonctionnement et 
Futilisation des ESB. 

Pour de plus amples informations, le lecteur est prie de se reporter aux references 5 
et 7 a 16, ainsi qu’au chapitre 11. 


• 67 * 


11. Equipements de securite 


Comme les aerosols sont une source importante d’infection, il faut veiller a ce qu’il 
s’en forme le moins possible et eviter de les disperser. Des aerosols dangereux peuvent 
se former dans de nombreux laboratoires, par exemple lorsqu’on melange, mixe, broie, 
secoue, agite, traite aux ultrasons ou centrifuge du materiel biologique infectieux. 
Meme en utilisant un appareillage qui repond aux normes de securite, il est preferable 
d’effectuer autant que possible ces operations dans une enceinte de securite biologique 
agreee. Les differents types d’enceintes de securite biologique, ainsi que leur utilisa- 
tion et leur controle sont traites au chapitre 10. L’ utilisation d’equipements de secu- 
rite ne garantit pas la protection de l’operateur si celui-ci n’est pas forme et n’ utilise 
pas les techniques appropriees. Ces equipements doivent subir des controles perio- 
diques afin de s’assurer qu’ils continuent a fonctionner en toute securite. 

Le tableau 10 donne la liste des equipements et instruments de securite con<;us pour 
eliminer ou reduire certains risques et indique brievement les caracteristiques qui con- 
tribuent a leur securite d’utilisation. Des precisions sont donnees par la suite sur une 
bonne partie de cet appareillage. Des informations complementaires sur la maniere 
de bien les utiliser sont egalement donnees au chapitre 12. 

L’ annexe 4 donne un certain nombre de renseignements sur les equipements et les 
operations ou manipulations qui component un danger. 

Isolateurs a depression en film ou feuille de plastique souple 

L’isolateur a depression en film souple est un dispositif de confinement primaire 
autonome qui assure une protection maximale contre le materiel biologique dan- 
gereux. Il peut etre monte sur un support mobile. Le volume de travail est complete- 
ment ferme par une enveloppe transparente en chlorure de polyvinyle (PVC) 
suspendue a un cadre en acier. La pression a l’interieur de l’isolateur est maintenue a 
une valeur inferieure a celle de la pression atmospherique. L’ admission de l’air se fait 
a travers un filtre HEPA et son extraction a travers deux fibres du meme type places 
en serie, ce qui evite d’avoir a installer une gaine pour Fevacuer a Fexterieur du bati- 
ment. On peut equiper l’isolateur d’un incubateur, d’un microscope ou d’autres types 
d’objets ou d’instruments tels que centrifugeuses, cages pour animaux, enceintes 
chauffantes, etc. Tous ces objets ou ces materiels sont introduits ou retires par des ori- 
fices destines, l’un a l’instrumentation et Fautre aux echantillons, sans risque pour la 
securite microbiologique. Les manipulations se font a l’aide de manchons dont 
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Tableau 10 . Equipe merits et instruments de securite biologique 


EQUIPEMENTS ET 
INSTRUMENTS 

RISQUES 

CARACTERISTIQUES DE SECURITE 

Enceinte de securite 
biologique 

— Classe 1 

Aerosols et projections 

• Flux entrant minimal (vitesse 
frontale) au niveau de 
I’ouverture frontale. Bonne 
filtration de I’air evacue 

• Pas de protection du produit 

— Classe II 

Aerosols et projections 

• Flux entrant minimal (vitesse 
frontale). Bonne filtration de 

Fair evacue 

• Assure la protection du produit 

— Classe III 

Aerosols et projections 

• Confinement a haute securite 

• Assure la protection du 
produit si flux laminaire 

Isolateur a depression 

Aerosols et projections 

• Confinement a haute securite 

en feuille de plastique 
souple 

Ecran anti-projections 

Projections de produits chimiques 

• Constitue un ecran entre 
I’operateur et la manipulation 

Pipetteurs 

Risques dus au pipettage a la 

• Facilite d’utilisation 


bouche : ingestion de germes 

• Pas de contamination de 


pathogenes, inhalation des 

I’extremite pour I’aspiration, 


aerosols produits par la succion 

protection du pipetteur, de 


exercee sur la pipette, expulsion 

I’utilisateur et du circuit de 


de liquide ou chute de gouttes, 

vide (conduites d’aspiration) 


contamination de I’extremite de la 

• Sterilisation possible 


pipette servant a aspirer 

• Pas de fuite par la pointe de 
la pipette 

Anse 

Projections provenant des anses 

• Protection par un tube ferme 

micro-incinerateurs, 

de transfert 

a une extremite en verre ou 

Anses jetables 


en ceramique,chauffe au gaz 
ou a I’electricite 
• Jetables, chauffage inutile 

Recipients etanches 

Aerosols, produits repandus par 

• Construction etanche, munie 

pour recueillir et 

suite de renversements ou de 

d’un couvercle 

transporter le materiel 

fuites 

• Resistance a I’usure 

infectieux a steriliser 


• Autoclavables 

dans une installation 
appropriee de 

I’etablissement 
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EQUIPEMENTS ET 
INSTRUMENTS 

RISQUES 

CARACTERISTIQUES DE SECURITE 

Conteneurs pour 
objets pointus on 
tranchants 

Piqures et coupures 

• Autoclavables 

• Anti-piques, robustes 

Conteneurs de 
transport d’un 
laboratoire ou d’un 
etablissemement a 
I’autre 

Liberation de micro-organismes 
dans I’environnement 

• Robustes 

• Conteneurs primaires et 
secondaires etanches a I’eau 
(antifuites) 

• Materiau absorbant retenant 
les liquides 

Autoclaves, 
manuels ou 
automatiques 

Objets et materiel contamines 
(securises en vue de leur 
elimination ou reutilisation) 

• Modeles agrees 

• Efficacite de la sterilisation par 
la chaleur 

Flacons a bouchon 
visse 

Aerosols et produits repandus 

• Confinement efficace 

Protection du circuit 
de vide ou 
conduites 
d’aspiration 

Contamination du circuit de vide 
ou des conduites d’aspiration par 
des aerosols ou le debordement 
de liquides 

• Un filtre a cartouche arrete 
les aerosols (diametre des 
particules 0,45 pm) 

• La fiole a trop-plein contient 
un disinfectant approprie. 

On peut utiliser un flotteur 
en caoutchouc pour couper 
automatiquement la 
depression quand la fiole est 
pleine 

• Le systeme peut etre 
entierement autoclave 


l’extremite est munie de gants jetables. L’isolateur est equipe d’un manometre pour 
la surveillance de la pression a l’interieur de l’enveloppe plastique. 

Les isolateurs en film souple sont utilises pour manipuler les micro-organismes 
a haut risque (groupes de risque 3 ou 4) sur le terrain, dans des conditions ou il 
serait impossible ou imprudent d’installer et d’utiliser des enceintes de securite 
biologique classiques. 


Pipetteurs 

Le pipettage doit toujours se faire au moyen de pipetteurs. Le pipettage a la bouche 
est absolument interdit. 

On ne saurait trop insister sur l’importance des dispositifs de pipettage. Les acci- 
dents les plus courants lies au pipettage sont dus au pipettage a la bouche. L’ aspira- 
tion par la bouche et l’ingestion de produits dangereux sont responsables d’un grand 
nombre d’infections et d’accidents de laboratoire. 
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Des germes pathogenes peuvent egalement etre vehicules jusqu’a la bouche si le 
doigt avec lequel on ferme la pipette a ete contamine. Le pipettage a la bouche presente 
un autre danger beaucoup moins connu, a savoir l’inhalation des aerosols qui se 
forment pendant Inspiration. Le cotonnage des pipettes n’ assure pas une filtration 
microbiologique satisfaisante, en pression positive ou negative, et des particules 
peuvent traverser le coton. Si celui-ci est tres serre, on risque d’aspirer fortement, et 
en consequence, d’aspirer le coton, l’aerosol et meme le liquide. L’ utilisation de pipet- 
teurs permet done d’eviter l’ingestion de germes pathogenes. 

Des aerosols peuvent egalement se former lorsqu’une goutte de liquide tombe sur 
un plan de travail, lorsqu’on melange une culture par aspirations et refoulements suc- 
cesses, et lorsqu’on souffle pour evacuer la derniere goutte de la pipette. On peut eviter 
l’inhalation des aerosols qui se forment inevitablement au cours du pipettage en tra- 
vaillant dans une enceinte de securite biologique. 

Les pipetteurs seront choisis avec soin. Ils seront con<;us et utilises de maniere a ne 
pas creer de risque supplementaire d’infection et ils doivent pouvoir etre nettoyes et 
sterilises facilement. Des pipettes dont la pointe est munie d’un embout (anti- 
aerosols) doivent etre utilisees pour la manipulation des micro-organismes et des cul- 
tures cellulaires. 

Les pipettes dont l’extremite d’aspiration est ebrechee ou felee ne seront pas uti- 
lisees car elles endommagent le joint etanche des dispositifs de pipettage et compor- 
tent done un risque. 

Homogeneiseurs, agitateurs secoueurs, melangeurs et generateurs d’ultrasons 

Les homogeneiseurs domestiques (utilises a la cuisine) ne sont pas hermetiques et 
liberent des aerosols. On utilisera exclusivement des homogeneiseurs cone us pour les 
laboratoires. Ils sont construits de maniere a reduire ou empecher la liberation d’aerosols. 
Les broyeurs, que Ton peut utiliser maintenant pour traiter de petits ou de gros volumes 
de materiel biologique, peuvent egalement entrainer la formation d’aerosols. 

Lorsque des homogeneiseurs sont utilises pour traiter du materiel contenant des 
micro-organismes du groupe de risque 3, ils doivent toujours etre charges et reou- 
verts dans une enceinte de securite biologique. 

Les generateurs d’ultrasons peuvent entrainer la formation d’aerosols. Ils seront 
utilises dans des enceintes de securite biologique ou couverts par un ecran protecteur 
pendant l’utilisation. L’ecran et l’exterieur du generateur d’ultrasons seront deconta- 
mines apres usage. 

Anses a usage unique 

L’avantage des anses a usage unique tient a ce qu’ elles n’ont pas besoin d’etre passees 
a la flamme et qu’ elles peuvent done etre utilisees dans des enceintes de securite 
biologique oil les bees Bunsen et les micro-incinerateurs perturberaient le flux lami- 
naire. Ces anses seront mises a tremper dans un disinfectant apres usage et eliminees 
selon la procedure applicable aux dechets contamines (voir chapitre 3). 
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Micro-incinerateurs 

Les micro-incinerateurs fonctionnant au gaz ou a l’electricite comportent une pro- 
tection en verre au borosilicate ou en ceramique qui reduit les projections et la dis- 
persion du materiel infecte lorsque les anses sont sterilisees. Ils peuvent cependant 
perturber le flux laminaire et doivent done etre disposes vers le fond du plan de travail 
de l’enceinte. 

Equipements et vetements de protection individuelle 

Les equipements et vetements destines a la protection individuelle constituent une 
barriere materielle qui reduit le risque d’exposition aux aerosols, aux eclaboussures 
ou encore le risque d’inoculation accidentelle. Ces equipements ou vetements doivent 
etre portes pour travailler au laboratoire. Avant de quitter le laboratoire, il faut les oter 
puis se laver les mains. Le tableau 1 1 decrit succintement quelques types d’equipement 
de protection utilises au laboratoire et les risques contre lesquels ils protegent. 

Blouses, sarraus, combinaisons et tabliers de laboratoire 

II est preferable que les blouses de laboratoire soient entierement boutonnees. Cela 
etant, les sarraus ou les combinaisons a manches longues boutonnees sur l’arriere pro- 
tegent mieux que les blouses de laboratoire et ont la preference dans les laboratoires 
de microbiologie ou pour travailler avec une enceinte de securite biologique. Si neces- 
saire, on peut porter un tablier sur la blouse ou le sarrau pour mieux se proteger en 
cas de renversement de produits chimiques ou de materiel biologique comme le sang 
ou les milieux de culture liquides. L’etablissement doit disposer d’un service de blan- 
chisserie sur place ou a proximite. 

Les blouses de laboratoires, sarraus, combinaisons ou tabliers ne doivent pas etre 
portes hors des locaux du laboratoire. 

Lunettes a coques, lunettes de securite et ecrans faciaux 

Le choix d’un equipement destine a proteger les yeux et la face contre les eclabous- 
sures, les projections ou les chocs depend de la nature des activites auxquelles se livre 
l’operateur. II existe des lunettes de vue ou des lunettes non correctrices en materiau 
incassable dont la monture est specialement con^ue pour que les verres soient montes 
par l’avant et qui sont incurvees ou dotees d’ecrans lateraux (lunettes de securite). 
Ces lunettes de securite ne protegent pas tres bien contre les eclaboussures ou 
projections, meme quand elles sont dotees d’ecrans lateraux. Pour se proteger 
contre les projections et les chocs, il faut porter des lunettes a coques, le cas echeant 
par dessus les lunettes de vue ou les lentilles de contact (lesquelles ne protegent pas 
des risques chimiques ou biologiques). Les ecrans faciaux (visieres) sont en plastique 
incassable, ils s’adaptent sur le visage et sont maintenus au moyen de sangles ou d’un 
serre-tete. 

Les lunettes a coques et les lunettes de securite ne doivent pas etre portees hors des 
locaux du laboratoire. 
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Tableau 11. Les equipements de protection individuelle 


EQUIPEMENT 

RISQUE EVITE 

CARACTERISTIQUES DE SECURITE 

Blouses et sarraus de 

Contamination des vetements 

• Boutonnage par I’arriere 

laboratoire 


• Couvrent les vetements de ville 

Tabliers de plastique 

Contamination des vetements 

• Etanches a I’eau 

Chaussures 

Chocs et eclaboussures 

• Bout ferme 

Lunettes a coques 

Chocs et eclaboussures 

• Verres antichocs (doivent etre 
correcteurs ou portes par 
dessus les lunettes de vue) 

Lunettes de securite 

Chocs 

• Verres antichocs (doivent etre 
correcteurs) 

• Ecrans lateraux 

Ecrans faciaux 

Chocs et eclaboussures 

• Protegent entierement le visage 

• S’enlevent facilement en cas 
d’accident 

Appareils et masques 

Inhalation d’aerosols 

• Differents modeles : jetable a 

respiratoires 


usage unique; avec masque 
complet ou demi-masque et 
cartouche d’epuration de 

I’air; a adduction d’air filtre a 
pression positive 
intermittente; a adduction 
d’air 

Gants 

Contact direct 

• Jetables, certifies de qualite 


avec des micro- 

microbiologique, en PVC, 


organismes 

latex ou polyacrylonitrile 
• Protection des mains 


Coupures 

• A mailles 


Appareils respiratoires 

Une protection respiratoire peut se reveler necessaire lorsqu’on procede a des mani- 
pulations particulierement dangereuses (par ex. le nettoyage d’une surface oil du 
materiel infectieux a ete repandu). Le choix de tel ou tel appareil depend de la nature 
du danger. Certains de ces appareils sont munis de filtres interchangeables pour la 
protection contre les gaz, les vapeurs, les particules et les micro-organismes. II est 
imperatif d’utiliser un filtre adapte au type d’appareil respiratoire utilise. Pour une 
protection optimale, il faut veiller a bien adapter le masque a la face de l’utilisateur et 
proceder a un essai. Il existe egalement des appareils respiratoires totalement 
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autonomes alimentes en air par un systeme integre; ces dispositifs assurent une pro- 
tection totale. Pour choisir l’appareil qui convient, il est prudent de s’adresser a un 
specialiste qualifie, par exemple un ingenieur hygiene et securite. Les masques chirur- 
gicaux n’ont d’ autre but que de proteger le patient et ne conferent aucune protection 
respiratoire a ceux qui les portent. II existe des appareils respiratoires jetables a usage 
unique (ISO 13.340.30) qui sont concurs pour proteger contre l’exposition aux agents 
biologiques. 

Les appareils respiratoires ne doivent pas etre portes hors des locaux du 
laboratoire. 

Gants 

Les mains peuvent etre contaminees au cours de certaines manipulations. Elies sont 
egalement exposees aux coupures et aux piqures. Les gants de type chirurgical certi- 
hes de qualite microbiologique, en latex, PVC ou polyacrylonitrile sont tres utilises 
pour les travaux de laboratoire en general, comme pour la manipulation d’agents 
infectieux ou de sang et de liquides organiques contamines. On fait egalement usage 
de gants reutibsables, mais il faut veiller a les oter correctement et a les laver, nettoyer 
et desinfecter scrupuleusement. 

Lorsqu’on a manipule du materiel infectieux, travaille avec une enceinte de secu- 
rite biologique ou qu’on s’appreter a quitter le laboratoire, il faut oter les gants et se 
laver soigneusement les mains. Les gants jetables qui ont ete utilises doivent etre 
elimines avec les dechets infectieux. 

Des cas de reactions allergiques telles que dermatites ou hypersensibilisation imme- 
diate ont ete observes chez certains personnels de laboratoire ou d’autres travailleurs 
qui avaient porte des gants en latex, notamment des gants poudres. On devrait 
pouvoir disposer d’autres gants que des gants poudres en latex. 

Lorsqu’il y a risque de coupure, comme cela peut etre le cas a l’occasion d’une 
autopsie, il faut porter des gants en mailles d’acier inoxydable. Il est toutefois a noter 
que ces gants protegent contre les coupures ou les entailles mais pas contre les piqures. 

Les gants ne doivent pas etre portes hors des locaux du laboratoire. 

Pour de plus amples informations, le lecteur est prie de se reporter aux references 12, 
17 et 18. 
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Bonnes techniques 
microbiologiques 



12. Techniques de laboratoire 


L’erreur humaine, une mauvaise technique et le mauvais usage des equipements et de 
l’appareillage sont a l’origine de la plupart des lesions et infections attribuables aux 
activites exercees dans un laboratoire. On trouvera dans le present chapitre un recueil 
de techniques destinies a iviter ou a reduire au minimum les problemes de cette 
nature qui surviennent le plus frequemment. 

Regies de securite pour la manipulation des echantillons au laboratoire 

Si le prelevement, le transport et la reception des echantillons au laboratoire ne sont 
pas effectues correctement, il existe un risque d’infection pour le personnel. 

Conteneurs a echantillons 

Les conteneurs a echantillons peuvent etre en verre ou de preference en matiere plas- 
tique. Ils doivent etre solides et ne pas fuir lorsque le bouchon ou le capuchon est 
place correctement. L’extirieur du conteneur doit etre propre, sans trace de materiel. 
Les conteneurs doivent etre correctement etiquetes pour faciliter l’identification. Les 
formulaires de demandes d’ichantillons ou les bches techniques ne doivent pas servir 
a emballer les conteneurs, mais seront places dans des enveloppes separees, de 
preference resistantes a l’eau. 

Transport des echantillons a I’interieur de Tetablissement 

Pour eviter qu’il y ait des fuites ou du materiel repandu accidentellement, on utili- 
sera des conteneurs secondaires, des boites par exemple, munis de portoirs de fa<;on 
que le recipient contenant Pechantillon ne se renverse pas. Les conteneurs secondaires 
peuvent etre en metal ou en matiere plastique, mais doivent etre autoclavables ou 
resistants aux disinfectants chimiques et le couvercle doit de preference etre muni 
d’un joint d’itanchiiti. Ils seront regulierement decontamines. 

Reception des echantillons 

Les laboratoires qui resolvent un grand nombre d’echantillons devront reserver une 
piece ou une zone particuliere a cet effet. 

Ouverture des colis 

Le personnel qui re^oit et defait l’emballage des echantillons doit connaitre les risques 
qu’il court et on doit lui avoir appris a respecter les precautions d’usage (2), 
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notamment en presence d’un conteneur brise ou qui fuit. Les conteneurs primaires 
doivent etre ouverts dans une enceinte de securite biologique. Le personnel doit avoir 
des disinfectants a sa disposition. 

Utilisation des pipettes et des dispositifs de pipettage 

1. On utilisera toujours un dispositif de pipettage (pipetteur, propipette). Le pipet- 
tage a la bouche doit etre interdit. 

2. Toutes les pipettes doivent etre cotonnees pour reduire la contamination du 
dispositif. 

3. Ne jamais souffler dans une pipette placee dans un liquide contenant des agents 
infectieux. 

4. Les materiels infectieux ne seront jamais melanges par aspirations et refoulements 
successifs. 

5. Ne pas souffler dans les pipettes pour en chasser le liquide. 

6. Les pipettes a deux traits sont preferables aux autres, puisqu’on n’est pas oblige de 
souffler pour les vider. 

7. Les pipettes contaminees seront completement immergees dans un disinfectant 
approprie place dans un recipient incassable. On les laissera tremper suffisamment 
longtemps avant de les eliminer. 

8. Un recipient pour les pipettes usagees sera place a l’interieur de l’enceinte de secu- 
rite biologique (et non a l’exterieur). 

9. On ne doit pas utiliser de seringue munie d’une aiguille hypodermique pour pipetter. 

10. II existe des dispositifs qui permettent d’ouvrir les flacons capsules au moyen d’une 
pipette, ce qui evite l’utilisation des aiguilles hypodermiques et des seringues. 

11. Pour eviter la dispersion du materiel infectieux qui tomberait accidentellement de 
la pipette, on placera sur le plan de travail un materiau absorbant qui sera ensuite 
elimine selon la procedure applicable aux dechets infectieux. 

Comment eviter la dissemination de materiel infectieux 

1 . Pour eviter que les anses de transfert ne repandent prematurement leur contenu, il 
faut que l’anneau ait un diametre de 2 a 3 mm et qu’il soit entierement ferme. Le 
manche ne doit pas depasser 6 cm de long pour reduire le plus possible les vibrations. 

2. On evitera le risque de projections de materiel infectieux par la flamme nue d’un 
bee Bunsen en utilisant un micro-incinerateur pour steriliser les anses de 
transfert. Toutefois, il est preferable d’utiliser des anses a usage unique qui n’ont 
pas besoin d’etre resterilisees. 

3. En sechant les echantillons d’ expectorations, on s’efforcera d’eviter la formation 
d’aerosols. 

4. Les echantillons et les cultures destines a etre autoclaves ou elimines seront places 
dans des conteneurs etanches, par exemple des sacs poubelle de laboratoire. Il faut 
en fermer l’extremite avec du ruban adhesif autoclavable avant de les jeter dans 
les poubelles. 
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5. Les zones de travail doivent etre decontaminees avec un disinfectant approprie a 
la fin de chaque periode de travail. 

Pour de plus amples informations, le lecteur est prie de consulter la reference (12). 

Utilisation des enceintes de securite biologique 

1. L’ utilisation et les contraintes des enceintes de securite biologique seront 
expliquees a tous les utilisateurs potentiels (voir chapitre 10), en se referant 
aux normes nationales et a la documentation appropriee. Des protocoles 
ecrits, des manuels d’hygiene et securite ou des manuels d’utilisation seront 
remis au personnel. II doit etre clairement explique, en particulier, que l’enceinte 
ne protege pas l’operateur contre les eclaboussures, la casse ou les erreurs de 
manipulation. 

2. L’enceinte ne doit pas etre utilisee si elle ne fonctionne pas correctement. 

3. Le panneau d’ observation vitre ne doit pas etre ouvert lorsque l’enceinte est en 
fonctionnement. 

4. Pour travailler, on conservera dans l’enceinte le moins possible d’appareils et de 
materiel. II ne faut pas bloquer la circulation de Pair dans le volume ou la gaine 
arriere de l’enceinte. 

5. II ne faut pas utiliser de bees Bunsen dans Penceinte. En effet, la chaleur degagee 
devierait le flux laminaire et pourrait endommager les filtres. On peut se servir 
d’un micro-incinerateur mais les anses jetables steriles sont preferables. 

6. La totalite des operations seront realisees au centre ou dans la partie arriere du 
plan de travail et devront etre visibles par le panneau d’observation. 

7. II faut eviter qu’il y trop de passages derriere l’operateur. 

8. L’operateur ne doit pas perturber le flux laminaire en passant les bras dans Pen- 
ceinte ou en les retirant a plusieurs reprises. 

9. II ne faut pas bloquer les grilles en entassant des notes, des pipettes ou d’autres 
objets car cela a pour effet de perturber la circulation de Pair et risque d’exposer 
l’operateur et le materiel a une contamination. 

10. Une fois la manipulation achevee et a la fin de la journee de travail, il faut desin- 
fecter la surface de Penceinte avec un produit approprie. 

1 1. Le ventilateur de Penceinte doit continuer a fonctionner au moins 5 minutes apres 
la fin de la manipulation. 

12. II ne faut jamais introduire de paperasse dans une enceinte de securite biologique. 

Des informations complementaires sur les enceintes de securite biologique sont 

donnees au chapitre 10. 

Comment eviter I’ingestion de materiel infectieux 
et le contact avec la peau et les yeux 

1. Les particules et les gouttelettes de grande taille (>5|um) formees pendant les 
manipulations de microbiologie se deposent rapidement sur la paillasse et les 
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mains de l’opirateur, aussi celui-ci doit-il porter des gants jetables et iviter de 
porter ses mains a son visage, a sa bouche et a ses yeux. 

2. II ne faut pas consommer ou conserver de la nourriture ou des boissons dans le 
laboratoire. 

3. II ne faut pas mettre dans sa bouche des objets tels que crayons ou stylos ni macher 
du chewing-gum lorsqu’on se trouve dans le laboratoire. 

4. II ne faut pas se maquiller dans le laboratoire. 

5. II convient d’utiliser un dispositif pour se protiger le visage, la bouche et les yeux 
(ecran facial ou autre) pendant toute operation risquant de donner lieu a des pro- 
jections de materiel infectieux. 

Comment eviter I’inoculation accidentelle de materiel infectieux 

1 . Si l’on effectue les differentes manipulations et operations avec le soin voulu, on 
peut eviter de s’inoculer accidentellement du materiel infectieux avec des debris 
de verre. De toute facon, il est preferable de remplacer le verre par du plastique 
lorsque cela est possible. 

2. Un accident avec des aiguilles ou seringues hypodermiques, des pipettes Pasteur 
en verre ou du verre brise peut entrainer l’inoculation de materiel infectieux. 

3. Les piqures d’ aiguille peuvent etre ivities : a) en limitant au minimum necessaire 
l’utilisation des seringues et des aiguilles (il existe des dispositifs simples qui per- 
mettent d’ouvrir les flacons capsules et d’utiliser alors une pipette plutot qu’une 
seringue); b) en utilisant des dispositifs speciaux de protection lorsque l’emploi 
d’une seringue est necessaire. 

4. Il ne faut jamais remettre l’embout sur Faiguille. Le materiel a usage unique doit etre 
jeti dans des conteneurs speciaux imperforables (anti-piques) munis d’un couvercle. 

5. On remplacera les pipettes Pasteur en verre par leur equivalent en matiere plastique. 

Separation du serum 

1 . Cette operation ne sera effectuee que par un personnel specialement forme. 

2. Il faut porter des gants ainsi qu’un dispositif pour proteger les yeux et les 
muqueuses. 

3. Les projections et les aerosols ne peuvent etre ivitis ou reduits qu’ au moyen d’une 
bonne technique. Le sang et le serum seront pipettes avec soin et non verses d’un 
recipient dans l’autre. Le pipettage a la bouche est interdit. 

4. Apres usage, les pipettes seront plongees completement dans un bain disinfectant 
approprie. Il faut les laisser tremper pendant une durie suffisante avant elimina- 
tion ou lavage et sterilisation en vue de leur reutilisation. 

5. Les tubes a echantillons contenant des caillots de sang ou autre et destines a etre 
elimines seront rebouches avec leur capuchon et places dans un recipient etanche 
approprie dans lequel ils seront autoclaves et incineres. 

6. Il faut disposer de disinfectants appropriis pour nettoyer les iclaboussures ou les 
liquides ripandus (voir chapitre 14). 
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Utilisation des centrifugeuses 

1. Le bon fonctionnement mecanique des centrifugeuses de laboratoire est un 
element indispensable de la securite microbiologique. 

2. La centrifugeuse doit etre utilisee conformement aux instructions du fabricant. 

3. La centrifugeuse sera placee a une hauteur telle que l’operateur puisse voir a l’in- 
terieur de la cuve pour disposer correctement les godets (ou les pots ou nacelles 
selon le cas) sur les tourillons. 

4. Les tubes a centrifuger ainsi que les recipients contenant les echantillons devront 
etre en verre epais ou de preference en matiere plastique et ils devront etre inspec- 
ts avant usage a la recherche de defauts eventuels. 

5. II faut que les tubes a centrifuger ou les recipients contenant les echantillons soient 
bien fermes (si possible avec un bouchon visse). 

6. Les godets doivent etre remplis, equilibres, fermes et ouverts dans une enceinte de 
securite biologique. 

7. Les pots (godets ou nacelles, etc.) fixes sur les tourillons seront apparies d’apres 
leur poids et correctement equilibres une fois les tubes en place. 

8. Le volume a laisser libre entre la surface du liquide et le bord du tube a centrifuger 
doit etre indique dans les instructions du fabricant. 

9. Pour l’equilibrage des pots vides, on utilisera de l’eau distillee ou de l’alcool 
(propanol a 70 %). Les solutes salins ou les solutions d’hypochlorite sont a eviter 
car ils corrodent les metaux. 

10. Des pots a centrifuger fermant hermetiquement (pots de securite) doivent etre 
utilises pour les micro-organismes appartenant aux groupes de risque 3 et 4. 

11. Si l’on utilise des rotors angulaires, il faut veiller a ce que les tubes ne soient pas 
trop remplis pour eviter le risque de fuite. 

12. L’interieur de la cuve de la centrifugeuse sera inspecte tous les jours a la recherche 
de taches ou de souillures au niveau du rotor. En presence de salissures manifestes, 
les protocoles de centrifugation seront reexamines. 

13. Les godets (pots ou nacelles) ainsi que le rotor seront inspectes chaque jour a la 
recherche de signes de corrosion ou de fissures, si fines soient-elles. 

14. Les godets (pots ou nacelles), le rotor et la cuve de la centrifugeuse seront decon- 
tamines apres chaque usage. 

15. Apres utilisation, les pots seront retournes et conserves ainsi pour que le liquide 
d’equilibrage puisse secher. 

16. Des particules infectieuses aeroportees sont parfois ejectees a la centrifugation. Ces 
particules se deplacent a une vitesse trop elevee pour pouvoir etre captees par le 
courant d’air si la centrifugeuse est placee dans une enceinte de securite biologique 
traditionnelle de classe I ou II a ouverture frontale. En plagant la centrifugeuse 
dans une enceinte de classe III, on evite la trop grande dispersion des aerosols emis 
par l’appareil. Toutefois, une bonne technique de centrifugation et L utilisation de 
tubes soigneusement fermes offrent une protection satisfaisante contre les aerosols 
infectieux et les particules en suspension. 
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Utilisation des homogeneiseurs, des agitateurs secoueurs, 
des melangeurs et des generateurs d’ultrasons 

1. Les homogeneiseurs domestiques (utilises a la cuisine) ne seront pas utilises au 
laboratoire car ils peuvent fuir ou donner lieu a la formation d’aerosols. Les 
homogeneiseurs, melangeurs et broyeurs de laboratoire presentent moins de 
danger. 

2. Les couvercles, bols, holes ou hacons doivent etre en bon etat, sans defaut ni defor- 
mation. Le couvercle doit etre parfaitement adapte et le joint en bon etat. 

3. Lorsque les homogeneiseurs, agitateurs ou generateurs d’ultrasons sont en 
marche, la pression monte a l’interieur du bol. Des aerosols contenant des germes 
infectieux risquent alors de s’echapper par l’interstice entre le couvercle et le reci- 
pient. Les bols en plastique et particulierement en polytetrahuorethylene (PTFE) 
sont recommandes car le verre peut se briser, liberant le materiel infectieux et 
risquant de blesser l’operateur. 

4. Pendant l’utilisation, ces appareils doivent etre couverts d’un boitier transparent 
robuste en matiere plastique qui sera desinfecte apres usage. Si possible, on fera 
fonctionner l’appareil recouvert de son boitier en plastique a l’interieur d’une 
enceinte de securite biologique. 

5. L’operation terminee, le conteneur sera ouvert dans une enceinte de securite 
biologique. 

6. Une protection auditive doit etre fournie au personnel qui utilise des generateurs 
d’ultrasons. 

Utilisation des broyeurs de tissus 

1 . Les broyeurs en verre seront enveloppes dans un tampon de materiau absorbant 
et tenus par un operateur gante. Les broyeurs en matiere plastique (PTFE) sont 
plus surs. 

2. Les broyeurs de tissus seront utilises et ouverts dans une enceinte de securite 
biologique. 

Entretien et utilisation des refrigerateurs et congelateurs 

1. Les refrigerateurs, les congelateurs et les enceintes a dioxyde de carbone solide 
(carboglace) seront degivres et nettoyes periodiquement et les ampoules, les tubes, 
etc. casses pendant la conservation, retires. On portera une protection faciale et 
des gants en caoutchouc resistants pour effectuer ce travail. Apres nettoyage, les 
surfaces interieures de l’enceinte seront desinfectees. 

2. Tous les recipients conserves dans les refrigerateurs, etc. doivent etre clairement 
etiquetes, en indiquant le nom scientihque du contenu, la date de stockage et le 
nom de la personne qui les a stockes. Le materiel ancien ou sans etiquette sera 
autoclave et elimine. 

3. II faut tenir un inventaire du contenu des congelateurs. 
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4. Les solutions inflammables ne doivent pas etre conservees dans un refrigerateur 
qui n’est pas antideflagrant. Une etiquette de mise en garde sera apposee a cet effet 
sur la porte des refrigerateurs. 

Ouverture des ampoules contenant du materiel infectieux lyophilise 

On devra prendre des precautions lorsqu’on ouvre des ampoules de materiel lyophilise 
car F entree brutale de Fair, alors que l’interieur de l’ampoule peut se trouver a une 
pression inferieure, risque de disperser une partie de son contenu dans F atmosphere. 
Les ampoules doivent toujours etre ouvertes dans une enceinte de securite biologique. 
II est recommande de proceder comme suit : 

1 . Decontaminer tout d’abord l’exterieur de Fampoule. 

2. Faire un trait de lime sur le tube a peu pres au milieu du tampon de coton ou de 
cellulose, le cas echeant. 

3. Envelopper Fampoule avec de l’ouate imbibee d’alcool pour se proteger les mains 
avant de la briser au niveau du trait de lime. 

4. Retirer delicatement la partie superieure et traiter comme du materiel contamine. 

5. Si le tampon de coton est encore en place au-dessus du contenu de Fampoule, le 
retirer avec des pinces steriles. 

6. Mettre le lyophilisat en suspension en versant lentement le liquide destine a cet 
effet de maniere a eviter la formation de mousse. 

Stockage des ampoules contenant du materiel infectieux 

Les ampoules contenant du materiel infectieux ne doivent jamais etre immergees dans 
de l’azote liquide, les ampoules mal scellees ou fissurees risquant de se briser ou d’ex- 
ploser a la sortie. S’il est necessaire d’atteindre des temperatures tres basses, les 
ampoules ne seront conservees que dans la phase gazeuse, au-dessus de l’azote liquide. 
On peut aussi Stocker le materiel infectieux dans des cryostats ou sur carboglace. Le 
personnel charge de retirer les ampoules cryoconservees doit se proteger les yeux et 
les mains. 

La surface exterieure des ampoules cryoconservees sera desinfectee lorsqu’elles 
seront retirees apres stockage. 

Precautions d’usage pour manipuler du sang et autres liquides biologiques, des 
tissus et des excreta 

Les precautions d’usage indiquees ci-dessous (qui incluent les «precautions 
universelles» ( 19 )) sont destinees a reduire le risque de transmission de micro- 
organismes dont Forigine est connue ou inconnue (2). 

Recolte, etiquetage et transport d’echantillons 

1 . II faut observer ces precautions d’usage dans tous les cas et porter des gants quelle 
que soit la manipulation. 
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2. Le prelevement de sang sur des malades ou des animaux doit etre effectue par du 
personnel experimente. 

3. Pour les ponctions veineuses, on remplacera la seringue classique par un dispositif 
de securite a usage unique (tube a prelevement sous vide) qui permet de prelever 
le sang directement dans un tube de transport ou de culture ferme qui met ensuite 
l’aiguille automatiquement hors d’usage (par obturation ou retraction). 

4. Les tubes devront etre places dans des conteneurs appropries pour etre transports 
jusqu’au laboratoire (voir le chapitre 15 pour les conditions a observer durant le 
transport) ou dans les locaux memes (se reporter a la section du present chapitre 
consacree au transport des echantillons a l’interieur de l’etablissement). Les for- 
mulaires de demande devront etre places dans des sacs ou des enveloppes separes 
resistants a l’eau. 

5. Le personnel qui receptionne les echantillons ne doit pas ouvrir ces sacs. 

Ouverture des tubes a echantillon et echantillonnage 

1 . Les tubes a echantillon seront ouverts dans une enceinte de securite biologique. 

2. Le port de gants est obligatoire. II est egalement recommande de se proteger les 
yeux et les muqueuses (au moyen de lunettes a coque ou d’un ecran facial). 

3. Les vetements protecteurs seront completes par un tablier en plastique. 

4. Pour eviter eclaboussures ou projections, le bouchon sera saisi avec une feuille de 
papier ou un morceau de gaze. 

Verre et objets tranchants ou pointus 

1 . Dans la mesure du possible, le verre sera remplace par du plastique. Seul le verre 
de qualite « laboratoire » (au borosilicate) devra etre utilise et le materiel ebreche 
ou fele sera jete. 

2. II ne faut pas utiliser des aiguilles hypodermiques en guise de pipettes (voir egale- 
ment, dans le present chapitre, la section intitulee: Comment eviter l’inoculation 
accidentelle de materiel infectieux). 

Frottis/gouttes epaisses 

La fixation et la coloration des echantillons de sang, d’ expectorations et de selles aux 
fins d’examen microscopique ne tuent pas obligatoirement tous les micro-organismes 
ou les virus qu’ils contiennent. II faut done manipuler les frottis et les gouttes epaisses 
avec des pinces, les conserver de maniere appropriee et les decontaminer ou les auto- 
claver avant elimination. 

Appareils automatigues (generateurs d’ultrasons, agitateurs vortex) 

1 . II faut utiliser des appareils confines pour eviter la dissemination de gouttelettes 
ou d’aerosols. 

2. Les effluents seront recueillis dans des recipients fermes pour autoclavage ulterieur 
et elimination. 
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3. L’appareillage doit etre desinfecte a Tissue de chaque seance de travail, en suivant 
les instructions du fabricant. 

Tissus 

1 . II faut utiliser des fixateurs formoles. 

2. Les coupes a la congelation doivent etre evitees. Si necessaire, on protegera le cryo- 
stat au moyen d’un ecran et Toperateur devra porter un ecran facial. Pour la 
decontamination, on remontera la temperature de Tappareil a 20 °C. 

Decontamination 

Les hypochlorites et les disinfectants puissants sont recommandes pour la deconta- 
mination. Une solution d’hypochlorite fraichement preparee doit contenir lg/litre de 
chlore actif lorsqu’elle est destinee a Tusage general et 5g/litre si elle est utilisee pour 
nettoyer du sang repandu. Le glutaraldehyde peut etre utilise pour decontaminer les 
surfaces (voir chapitre 14). 

Precautions a prendre avec du materiel pouvant contenir des prions 

Les prions (egalement designes sous le nom de « virus lents ») sont associes aux 
encephalopathies spongiformes transmissibles (EST), en particulier a la maladie de 
Creutzfeldt- Jakob (MCJ ; y compris la nouvelle variante), a la maladie de Gertsmann- 
Straussler-Scheinker, a l’insomnie fatale familiale et au kuru chez Thomme, a la trem- 
blante chez les ovins et les caprins, a l’encephalopathie spongiforme bovine (ESB) chez 
les bovins et a d’autres encephalopathies transmissibles des cervides, de l’elan et du 
vison. Si Ton connait des cas de transmission a l’homme de la maladie de Creutzfeldt- 
Jakob, il semble qu’il n’y ait pas de cas prouve d’infection acquise au laboratoire. La 
prudence impose neanmoins d’observer certaines precautions lors de la manipulation 
de materiel biologique provenant de sujets humains ou d’animaux potentiellement 
infectes. 

Lorsqu’on envisage des travaux sur du materiel biologique susceptible de contenir 
un agent associe a des EST, le choix du niveau de securite biologique va dependre de 
la nature de Tagent et des echantillons a etudier et il doit se faire en consultation avec 
les autorites nationales competentes. C’est dans les tissus du systeme nerveux central 
que Ton trouve les concentrations les plus elevees de prions. Les etudes effectuees sur 
l’animal indiquent toutefois qu’il est probable que de fortes concentrations de prions 
soient egalement presentes dans la rate, le thymus, les ganglions lymphatiques et les 
poumons. Selon des travaux recents, des prions presents dans les muscles squelet- 
tiques et dans les tissus musculaires de la langue pourraient egalement constituer un 
risque de contamination (20-23). 

Comme il est difficile d’inactiver completement les prions, il convient d’insister sur 
la necessiter d’utiliser autant que possible des instruments jetables et de prevoir un 
dispositif de protection egalement jetable pour couvrir le plan de travail de Tenceinte 
de securite biologique. 
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La principale precaution a observer par l’operateur consiste a iviter l’ingestion de 
materiel contamine ainsi que toute piqure cutanee. Ces agents n’itant pas detruits par 
les precedes habituels de disinfection et de sterilisation utilises au laboratoire, il con- 
vient de prendre les precautions complementaires suivantes: 

1. II est vivement recommande d’utiliser des equipements specialement dedies a 
ces travaux, c’est-a-dire qui ne sont pas partages avec les autres laboratoires de 
l’itablissement. 

2. Le port de vetements protecteurs (sarraus et tabliers) et de gants (gants d’autop- 
sie completes par des gants en mailles d’acier) est obligatoire. 

3. II est vivement recommande d’utiliser du materiel jetable en matiere plastique, qui 
puisse etre traite et elimine comme dichets secs. 

4. Les appareils automatiques de traitement des tissus ne seront pas utilises en raison 
des difficultes de disinfection. On utilisera a la place des bocaux et des bichers. 

5. Toutes les manipulations seront effectuies dans une enceinte de sicuriti 
biologique. 

6. On veillera scrupuleusement a iviter la formation d’airosols ainsi que les coupures 
et les piqures cutanies. 

7. Les tissus fixis au formol seront considiris comme encore infectieux, meme apres 
fixation prolongie. 

8. Les ichantillons histologiques contenant des prions sont largement inactivis par 
un traitement de lh a l’acide formique a 96 % (24), (25). 

9. Les dichets risultant de la manipulation y compris les gants, les sarraus et les 
tabliers jetables devront etre autoclavis dans un stirilisateur a vapeur pour charge 
poreuse, a la tempirature de 134-137 °C, soit pendant un seul cycle de 18 minutes, 
soit pendant six cycles successifs de 3 minutes chacun, puis inciniris. 

10. Les instruments et le matiriel non jetable, comme les gants a mailles d’acier par 
exemple, doivent etre rassemblis pour etre dicontaminis. 

11. Les dichets liquides infectieux contaminis par des prions doivent etre traitis 
pendant 1 heure par une solution d’hypochlorite de sodium contenant 20 g/litre 
de chlore actif (2 %) (concentration finale). 

12. Les techniques basies sur la vaporisation de paraformaldihyde ne font pas baisser 
le titre des prions et ces derniers sont igalement risistants au rayonnement ultra- 
violet. II faut nianmoins continuer a dicontaminer les enceintes en utilisant les 
mithodes traditionnelles (par ex. fumigation au formaldihyde) pour inactiver les 
autres agents pathogenes qui seraient prisents. 

13. Les enceintes de sicuriti biologique et autres surfaces contaminies par des prions 
peuvent etre dicontaminies en leur appliquant pendant 1 heure une solution 
d’hypochlorite de sodium a 20 g/litre de chlore actif (2 %). 

14. Les filtres a particules de haute efficaciti (fibres HEPA) doivent etre inciniris a 
une tempirature minimum de 1000 °C une fois retiris. Avant d’incinirer le hltre, 
il est recommandi de procider comme suit: 
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a. vaporiser une laque capillaire sur la face exposee du filtre avant de l’oter; 

b. « ensacher » le filtre pour l’enlever; 

c. retirer le filtre du volume du travail en veillant a ce que la chambre de distri- 
bution et les gaines inaccessibles ne soient pas contaminees. 

15. Les instruments doivent etre immerges pendant une heure dans une solution 
d’hypochlorite de sodium a 20g/litre de chlore actif (2 %), puis bien rinces a l’eau 
avant l’autoclavage. 

16. Les instruments qui ne peuvent pas etre autoclaves peuvent etre nettoyes en les 
trempant a plusieurs reprises pendant 1 heure dans une solution d’hypochlorite 
de sodium a 20g/litre de chlore actif (2 %). Un rin^age soigneux est ensuite neces- 
saire pour eliminer les residus d’hypochlorite. 

Pour de plus amples informations sur la conduite a tenir avec les agents non conven- 
tionnels, le lecteur est prie de se reporter aux references 12, 26 et 27. 
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a tenir en cas d’urgence 


Tous les laboratoires qui travaillent sur des micro-organismes infectieux doivent 
instituer les mesures de securite qu’ exigent les risques presentes par les germes et les 
animaux manipules. 

Chaque fois qu’un etablissement manipule ou conserve des micro-organismes des 
groupes de risque 3 ou 4 (laboratoire de base - securite biologique niveau 2, labora- 
toire de confinement - securite biologique niveau 3 et laboratoire de confinement a 
haute securite - securite biologique niveau 4), il est indispensable d’etablir par ecrit 
un plan d’urgence pour faire face au accidents qui pourraient se produire dans le 
laboratoire ou l’animalerie. Les autorites sanitaires nationales ou locales doivent etre 
associees a Elaboration de ce plan de preparation aux situations d’urgence. 

Plan d’urgence 

Le plan doit prevoir la conduite a tenir dans differentes situations : 

1 . Mesures de securite en cas de catastrophe, naturelle ou autre : incendie, inonda- 
tion, seisme ou explosion par exemple. 

2. Evaluation du risque biologique. 

3. Mesures a prendre d’exposition accidentelle et decontamination. 

4. Evacuation d’urgence du personnel et des animaux. 

5. Traitement medical d’urgence des personnes exposees et des blesses. 

6. Surveillance medicale des personnes exposees. 

7. Prise en charge clinique des personnes exposees. 

8. Enquete epidemiologique. 

9. Suivi de la situation apres l’accident. 

Lors de Elaboration de ce plan, il faudra envisager d’inclure les points suivants : 

1 . Identification des micro-organismes a haut risque. 

2. Localisation des zones a haut risque telles que laboratoires, aires de stockage, 
animaleries. 

3. Idenfication du personnel et des populations a risque. 

4. Identification des responsables et de leurs responsabilites : delegue a la securite 
biologique, equipe de securite, autorites sanitaires locales, cliniciens, microbiolo- 
gistes, veterinaires, epidemiologistes, pompiers et police. 

5. Liste des moyens disponibles pour assurer le traitement et l’isolement des per- 
sonnes exposees ou contaminees. 
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6. Transport des personnes exposies ou contaminies. 

7. Liste des sources d’immunsirums, de vaccins, de medicaments, de materiel et de 
fournitures specialises. 

8. Approvisionnement en equipements et materiel de secours, par exemple vete- 
ments protecteurs, disinfectants, materiel et fournitures pour la decontamination. 

Conduite a tenir en cas d’urgence dans un laboratoire de microbiologie 

Accidents par inoculation, coupure et erosion 

La personne accidentee doit enlever ses vetements de protection, laver ses mains ainsi 
que la ou les zone(s) atteinte(s), appliquer un disinfectant cutani approprii et si 
nicessaire consulter un midecin. Un rapport indiquant la cause de la lision et la 
nature du micro-organisme en cause sera adressi a qui de droit et un dossier midical 
complet sera itabli de maniere appropriie. 

Accidents par ingestion de materiel potentiellement infectieux 

II faut oter ses vetements protecteurs et consulter un midecin. Un rapport indiquant 
la nature du matiriel ingiri et les circonstances de l’accident sera adressi a qui de 
droit et un dossier midical complet sera itabli de maniere appropriie. 

Formation d’aerosols potentiellement dangereux (hors d’une enceinte de securite) 

Tout le personnel devra immidiatement ivacuer la zone touchie et toute personne 
exposie devra etre adressie a un midecin. Le chef de laboratoire et le diligui a la sicu- 
riti biologique seront immidiatement informis de l’incident. Personne ne doit entrer 
dans la piece pendant une durie suffisante (par ex. 1 h) pour permettre l’ivacuation de 
l’airosol et le dipot des particules lourdes. Si le laboratoire n’est pas doti d’un systeme 
central de ventilation, la riintigration des locaux sera retardie (par ex. de 24h). 

Des panneaux doivent etre apposis pour indiquer que Pentrie est interdite. Au bout 
d’une piriode de temps appropriie, on procidera a la dicontamination sous la sur- 
veillance du diligui a la sicuriti biologique. Cette opiration doit se faire en portant 
des vetements protecteurs et une protection respiratoire appropriis. 

Recipients casses et substances infectieuses repandues 

Les ricipients cassis contaminis par des substances infectieuses et les substances infec- 
tieuses ripandues accidentellement devront etre recouverts d’un linge ou de papier 
absorbant sur lesquels on versera un disinfectant qu’on laissera reposer pendant une 
durie appropriie. Le linge ou le papier absorbant et le matiriel cassi pourront ensuite 
etre enlevis; les morceaux de verre seront manipulis avec une pince. On passera 
ensuite une serpilliere imprignie de disinfectant sur la zone contaminie. Si Ton utilise 
une pelle pour ramasser les morceaux de verre, il faudra la passer a l’autoclave ou la 
tremper dans un bain disinfectant efficace. Les linges, le papier et les serpillieres uti- 
lisies pour le nettoyage devront etre jetis dans une poubelle pour dichets contaminis. 
Toutes ces opirations doivent etre effectuies avec des gants. 
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Si des documents, formulaires ou autres imprimis ou notes sont contaminis, ils 
seront recopies et les originaux jetis dans une poubelle pour dechets contamines. 

Bris de tubes contenant du materiel potentiellement infectieux dans les 
centrifugeuses depourvues de pots etanches 

Si les tubes sont cassis ou presumes cassis pendant que la centrifugeuse tourne, arreter 
le moteur et attendre 30 minutes avant d’ouvrir pour laisser reposer les suspensions. 
Si l’accident est decouvert apres Fouverture de la centrifugeuse, refermer immediate- 
ment le capot et attendre encore une trentaine de minutes. Dans les deux cas, il faut 
prevenir le delegue a la sicuriti biologique. 

Des gants resistants (par ex. en caoutchouc epais) couverts si necessaires avec des 
gants a usage unique, doivent etre portes pendant la totalite des operations suivantes. 
Pour retirer les debris de verre, on utilisera des pinces, eventuellement garnies de 
co ton. 

Les tubes casses, les morceaux de verre, les pots ou nacelles a centrifuger, les touril- 
lons et le rotor seront places dans un bain disinfectant non corrosif dont l’efficacite 
contre les germes concernes est connue (voir chapitre 14). Les tubes intacts et bouches 
peuvent etre places dans un autre recipient contenant un disinfectant et ricupiris 
ultirieurement. 

La cuve de la centrifugeuse sera nettoyie avec le meme disinfectant, convenable- 
ment dilui, apres quoi on la nettoiera une seconde fois, on la rincera a l’eau et on 
la sichera. Tout le matiriel utilisi pour le nettoyage sera considiri comme dichets 
contaminis. 

Bris de tubes a I’interieur de pots ou de nacelles a centrifuger etanches (de securite) 

Tous les pots ou nacelles itanches doivent chargis et dichargis dans une enceinte 
de sicuriti biologique. En cas de bris prisumi dans un pot hermitique, il faudra 
desserrer de bouchon de sicuriti et passer le pot ou la nacelle a Fautoclave. On peut 
aussi disinfecter le pot ou la nacelle de sicuriti au moyen d’un disinfectant 
chimique. 

Incendies et catastrophes nature lies 

Les services de secours, pompiers notamment, doivent participer a l’ilaboration des 
plans de priparation aux situations d’urgence. Ils doivent connaitre a Favance les 
pieces ou se trouve du matiriel potentiellement infectieux. Il y avantage a ce que le 
personnel de ces services visite le laboratoire pour prendre connaissance de son 
agencement et de son contenu. 

Apres une catastrophe naturelle, les services de secours locaux ou nationaux 
doivent etre informis des dangers potentiels qui existent a Fintirieur ou au voisinage 
des batiments. Ils ne pourront y pinitrer qu’accompagnis d’un membre expirimenti 
du personnel. Le matiriel infectieux devra etre recueilli dans des conteneurs itanches 
ou des sacs jetables en matiriau risistant. Il appartient a l’iquipe de sicuriti de 
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determiner en fonction de la reglementation locale ce qui peut etre recupere et ce qui 
doit etre jete. 

Services de secours : a qui s’adresser ? 

Les numeros de telephone et adresses suivantes seront places bien en evidence dans 
les locaux de l’etablissement : 

1 . Nom, adresse et plan d’acces de l’etablissement ou du laboratoire (pas necessaire- 
ment connus par la personne qui appelle ou le service appele). 

2. Directeur de l’etablissement ou du laboratoire. 

3. Chef de laboratoire. 

4. Delegue a la securite biologique. 

5. Service incendie/pompiers 

6. Hopitaux, ambulances, personnel medical (nom des divers centres de soins, cli- 
niques, services ou du personnel medical, si possible). 

7. Police. 

8. Medecin. 

9. Technicien responsable. 

10. Services des eaux, du gaz et de l’electricite. 

Equipement et materiel de secours 

Les equipements de secours suivants doivent etre disponibles : 

1 . Trousse de premiers secours, comportant des antidotes universels et specifiques. 

2. Extincteurs appropries et couvertures anti-feu. 

La liste complementaire ci-apres, donnee a titre indicatif, pourra etre adaptee a la 
situation locale : 

1. Vetements de protection totale (combinaisons, gants et cagoules - pour les acci- 
dents impliquant des micro-organismes appartenant aux groupes 3 et 4). 

2. Masques respiratoires complets avec cartouche filtrante contre les produits 
chimiques et les particules. 

3. Materiel pour la disinfection des salles, pulverisateurs et vaporisateurs de 
formaldehyde, par exemple. 

4. Civiere. 

5. Outils, marteaux, haches, cles, tournevis, echelles, cordages par exemple. 

6. Materiel de signalisation et de balisage. 

Pour de plus amples informations, le lecteur est prie de se reporter aux references 12 
et 28 . 
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La connaissance des principes de base de la disinfection et de la sterilisation est 
d’une importance cruciale pour la securite biologique au laboratoire. Comme des 
objets tres souilles ne peuvent pas etre desinfectes et sterilises rapidement, il est 
tout aussi important de connaitre les elements de base du nettoyage prealable a la 
disinfection (prinettoyage). Sous ce rapport, les principes giniraux exposis dans le 
prisent chapitre sont applicables a toutes les catigories de germes pathogenes connus. 
C’est la nature du travail expirimental et des agents pathogenes manipulis qui diter- 
mine les besoins particuliers en matiere de dicontamination. Les indications ginirales 
qui sont donnies dans la suite de ce chapitre peuvent servir a mettre au point des 
famous de procider normalisies ou plus spicifiques face aux dangers de nature 
biologique qui existent dans un laboratoire donni. 

Le temps de contact nicessaire avec un disinfectant donni est propre a chaque sub- 
stance et a chaque fabricant. C’est pourquoi toutes les recommandations relatives a 
l’utilisation des disinfectants doivent etre conformes aux spicifications indiquies par 
le fabricant. 

Definitions 

Dans le domaine de la disinfection et de la stirilisation on a recours a une termi- 
nologie tres variie. Les termes suivants sont parmi les plus couramment employis en 
sicuriti biologique : 

Anti-infectieux : Agent qui tue les micro-organismes ou en inhibe la croissance et la 
multiplication. 

Antimicrobien : Terme souvent employi comme synonyme d’ « anti-infectieux ». 
Antiseptique : Substance qui inhibe la croissance et le diveloppement des micro- 
organismes sans nicessairement les tuer. On applique en giniral les antiseptiques 
sur le revetement cutani. 

Biocide : Terme giniral qui disigne tout agent capable de tuer des micro-organismes. 
Decontamination : Tout processus destini a iliminer ou tuer des micro-organismes. 
Ce terme disigne igalement l’ilimination ou la neutralisation de produits chi- 
miques ou radioactifs dangereux. 
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Disinfectant : Substance chimique ou melange de substances chimiques utilises pour 
tuer des micro-organismes, mais pas necessairement les spores. Les disinfectants 
sont generalement appliques sur des surfaces ou objets inanimes. 

Disinfection : Destruction, par des moyens physiques ou chimiques, de germes mais 
pas nicessairement de leurs spores. 

Germicide chimique : Substance chimique ou milange de substances utilisis pour 
tuer les micro-organismes. 

Microbicide : Substance chimique ou milange de substances chimiques destinis a tuer 
les micro-organismes. Ce terme est souvent utilisi a la place de « biocide », « ger- 
micide » ou « anti-infectieux », dont il est synonyme. 

Sporocide : Substance chimique ou milange de substances chimiques destinis a tuer 
les micro-organismes et leurs spores. 

Sterilisation : Processus par lequel on tue ou ilimine les micro-organismes et les 
spores de toute nature. 

Nettoyage du materiel de laboratoire 

Le nettoyage consiste a enlever les souillures, les matieres organiques et les taches. On 
peut procider par brassage, aspiration, dipoussiirage a sec, lavage a l’eau ou avec une 
iponge humide imprignie d’eau savonneuse ou additionnie d’un ditergent. La 
crasse, les excriments et les matieres organiques peuvent abriter des micro-organismes 
et gener 1’ action microbicide des dicontaminants (antiseptiques, germicides chi- 
miques ou disinfectants). 

Un nettoyage prialable est nicessaire pour assurer une bonne disinfection ou une 
bonne stirilisation. Beaucoup de produits germicides ne sont actifs qua la condition 
d’etre appliquis a des objets prilablement nettoyis. Ce prinettoyage doit etre effec- 
tui avec pricaution pour iviter de s’exposer aux agents infectieux. 

II faut qu’il y ait compatibiliti chimique entre le matiriel utilisi et les germicides 
qui seront utilisis ultirieurement pour le disinfecter. II est assez courant d’utiliser le 
meme germicide chimique pour le nettoyage prialable et la disinfection. 

Germicides chimiques 

De nombreuses substances chimiques peuvent etre utilisies comme disinfectants ou 
antiseptiques. Chaque priparation doit toutefois etre choisie avec soin en fonction des 
besoins spicifiques du laboratoire, parmi des produits commerciaux toujours plus 
nombreux et divers. 

L’activiti germicide de nombreux produits chimiques s’accilere et s’amiliore 
lorsque la tempirature s’ileve. D’un autre coti, une tempirature ilevie peut 
provoquer une ivaporation plus rapide et entrainer igalement la dicomposition 
du produit. C’est pourquoi des pricautions particulieres doivent etre prises pour 
le stockage et 1’ utilisation de ces produits dans les rigions tropicales ou leur durie 
de conservation risque de se trouver riduite en raison de la forte tempirature 
ambiante. 
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Beaucoup de germicides peuvent etre nocifs pour l’homme et l’environnement. II 
faut done les choisir, les Stocker, les manipuler, les utiliser et les eliminer avec le plus 
grand soin, en respectant les instructions du fabricant. Lorsqu’on prepare des dilu- 
tions de germicides chimiques, il est recommande, pour des raisons de securite indi- 
viduelle, de porter des gants, un tablier et une protection oculaire. 

II n’est generalement pas necessaire d’utiliser un germicide chimique pour le net- 
toyage habituel des sols, des murs, des equipements et du mobilier. On peut toutefois 
avoir avantage a le faire dans certains cas, par exemple pour juguler une flambee 
epidemique. 

Une utilisation judicieuse des germicides chimiques contribue a la securite du lieu 
de travail en reduisant le risque de contamination par des agents infectieux. Dans la 
mesure du possible, on s’efforcera d’utiliser un nombre limite de produits pour faire des 
economies, faciliter l’inventaire des stocks et reduire la pollution de l’environnement. 

On trouvera ci-apres une description des divers types de germicides chimiques, 
avec des informations generates sur leurs applications et leur securite d’emploi. Sauf 
indication contraire, les concentrations sont donnees en poids par unite de volume 
(p/v). Le tableau 12 recapitule les dilutions recommandees pour les composes liberant 
du chlore. 

Chlore (hypochlorite de sodium) 

Le chlore, un oxydant a action rapide, est un germicide chimique a large spectre uni- 
versellement disponible. II est generalement vendu sous forme d’eau de Javel, une 
solution aqueuse d’hypochlorite de sodium (NaOCl) que l’on peut diluer avec de l’eau 
pour obtenir differentes concentrations de chlore actif. 


Tableau 12. Dilutions recommandees pour les composes liberant du chlore 



SITUATION « PR0PRE » a 

SITUATION « SALE » 6 

Chlore actif necessaire 

0,1 % (1 g/l) 

0,5 % (5 g/l) 

Hypochlorite de sodium 
(5 % de chlore actif) 

20 ml/l 

100 ml/l 

Hypochlorite de calcium 
(70 % de chlore actif) 

1,4 g/l 

7 g/l 

Dichloroisocyanurate de sodium, poudre 
(60 % de chlore actif) 

1,7 g/l 

8,5 g/l 

Dichloroisocyanurate de sodium, comprimes 
(1 ,5 g de chlore actif par comprime) 

1 comprime/l 

4 comprimes/l 

Chloramine (25 % de chlore actif) c 

20 g/l 

20 g/l 


‘ Apres enlevement des salissures les plus importantes. 

b Pour verser directement, par ex. sur du sang ou avant I'elimination des salissures les plus importantes. 
c Voir texte. 
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Les solutions d’hypochlorite utilisees comme agents de blanchiment sont forte- 
ment alcalines et corrodent les mitaux. L’activite du chlore libre est reduite par la 
presence de matieres organiques (proteines). Les solutions-meres ou les solutions de 
travail d’hypochlorite stockees dans des recipients ouverts degagent du chlore, notam- 
ment a temperature ilevie, ce qui reduit leur pouvoir germicide. La frequence de rem- 
placement des solutions de travail d’hypochlorite depend de leur concentration 
initiale, des conditions ambiantes, ainsi que du type (avec ou sans couvercle) et de la 
taille des recipients dans lesquels elles sont conservees. A titre indicatif, les solutions 
dans lesquelles on met a tremper plusieurs fois par jour du materiel fortement souille 
par des matieres organiques doivent etre remplacees tous les jours au minimum, celles 
dont la frequence d’utilisation est moindre pouvant etre conservees jusqu’a une 
semaine. 

Comme disinfectant general, on utilisera une solution a 1 g/1 de chlore actif. Pour 
nettoyer un produit repandu qui presente un risque biologique ou en presence de 
grandes quantites de matieres organiques, il est recommande d’utiliser une solution 
plus concentree, contenant 5 g/1 de chlore actif. Les solutions d’hypochlorite de 
sodium a usage domestique (eau de Javel) contiennent habituellement 50 g/1 de chlore 
actif et doivent done etre diluees au 1:50 ou au 1:10 avant d’etre utilisees, pour 
obtenir une concentration finale respectivement igale a 1 g/1 et 5 g/1. Les solutions 
d’hypochlorite de sodium a usage industriel ont souvent une concentration de pres 
de 120 g/1 et doivent done egalement etre diluees pour obtenir les valeurs indiquees 
ci-dessus. 

Les granules ou comprimes d’hypochlorite de calcium (Ca(C10) 2 ) contiennent 
generalement environ 70 % de chlore actif. Les solutions a 1,4 et 7,0 g/1 preparees a 
l’aide de ces granules ou comprimes contiendront done respectivement 1,0 et 
5 g/1 de chlore actif. 

L’eau de Javel n’est pas recommandee comme antiseptique, mais on peut l’utiliser 
comme disinfectant a usage general et pour faire tremper le materiel contamine non 
metallique. En cas d’urgence, elle peut egalement etre utilisee pour desinfecter l’eau 
de boisson, a la concentration finale de 1 a 2 mg/1 de chlore actif. 

Le chlore est extremement toxique. II ne faut done entreposer et utiliser les solu- 
tions d’hypochlorite que dans des locaux parfaitement ventiles. On ne doit pas non 
plus les melanger a des acides pour iviter un degagement rapide de chlore. Nombre 
de derives du chlore peuvent se reveler dangereux pour l’organisme humain et pour 
l’environnement, aussi faut-il eviter l’usage inconsidere de disinfectants chloris, 
comme l’eau de Javel par exemple. 

Dichloroisocyanurate de sodium 

Le dichloroisocyanurate de sodium se prisente sous la forme d’une poudre contenant 
60 % de chlore actif. Les solutions a 1,7 et 8,5 g/1 priparies a l’aide de cette poudre 
ont une teneur respective de 1 et 5 g/1 en chlore actif. Ce produit existe igalement sous 
forme de comprimis contenant l’iquivalent de 1,5 g de chlore actif. On obtient 
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approximativement la concentration necessaire de 1 ou 5 g/1 en dissolvant 1 ou 4 corn- 
primes dans 1 litre d’eau. En poudre ou en comprimes, le dichloroisocyanurate de 
sodium est facile a conserver dans de bonnes conditions de securite. En presence de 
sang ou d’autres liquides infectieux accidentellement repandus, on applique le produit 
sous forme solide et on le laisse agir pendant au moins 10 minutes avant de l’elim- 
iner. On peut ensuite proceder au nettoyage de la zone touchee. 

Chloramines 

Les chloramines existent sous forme de poudres contenant environ 25 % de chlore 
actif. Dans la mesure oil le chlore est libere plus lentement qu’avec les hypochlorites, 
la concentration initiale doit etre plus elevee pour que l’efficacite soit comparable a 
celle des hypochlorites. En revanche, les chloramines en solution sont moins inac- 
tivees par les matieres organiques que les hypochlorites et elles sont recommandees a 
la concentration de 20 g/1, que la situation soit « propre » ou « sale ». 

Les solutions de chloramines sont pratiquement inodores. II faut toutefois rincer 
abondamment les objets qui y ont ete plonges pour eliminer tout residu de l’agent 
gonflant ajoute aux poudres de chloramine T (tosylchloramide sodique). 

Dioxyde de chlore 

Le dioxyde de chlore (C10 2 ) est un germicide, un disinfectant et un oxydant puissant 
et rapide qui agit a des concentrations plus faibles que le chlore sous forme 
d’hypochlorite. Sous forme gazeuse, le dioxyde de chlore est instable et se dissocie 
exothermiquement en chlore (Cl 2 ) et en oxygene (0 2 ). Par contre il se dissout dans 
l’eau pour donner des solutions aqueuses stables. On peut l’obtenir de deux manieres: 
1) sur place, par action de l’acide chlorhydrique (HC1) sur le chlorite de sodium 
(NaC10 2 ); 2) en le commandant sous forme stabilisee que l’on active ensuite sur place 
selon les besoins. 

De tous les oxydants biocides, le dioxyde de chlore est le plus selectif. L’ozone et le 
chlore sont beacoup plus reactifs et agissent sur la plupart des composes organiques. 
Le dioxyde de chlore en revanche, ne reagit que sur les composes soufres reduits, les 
amines tertiaires et secondaires ou encore sur certains derives organiques reactifs ou 
fortement reduits. On peut done obtenir, avec des doses beaucoup plus faibles de 
dioxyde de chlore, un residu plus stable qu’avec le chlore ou l’ozone. S’il est conve- 
nablement prepare, la selectivity de ce produit permet de l’utiliser plus efficacement 
que l’ozone ou le chlore en presence d’une forte teneur en matieres organiques. 

Formaldehyde 

Le formaldehyde (HCHO) est un gaz capable de tuer tous les micro-organismes, y 
compris les spores, aux temperatures superieures a 20°C. Par contre, il est inactif 
contre les prions. 

L’ action du formaldehyde est relativement lente et necessite une humidite relative 
d’environ 70 %. Il est commercialise sous forme de polymere solide, le paraformaldehyde, 
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presente en paillettes ou en comprimes, ou encore sous forme de gaz dissous dans l’eau 
a raison d’environ 370 g/1 (37 %) additionne de methanol a 100 ml/1 comme stabilisateur 
(formol). Par chauffage, ces deux formes liberent du formaldehyde que l’on utilise pour 
decontaminer et desinfecter les espaces clos (locaux ou enceintes de securite biologique, 
par exemple) (voir a ce sujet la section consacree a la decontamination de l’environ- 
nement local dans ce meme chapitre). On peut egalement l’utiliser comme disinfectant 
liquide (formol a 5 % dans l’eau). 

On suspecte le formaldehyde d’etre cancerogene. C’est de toute fa<;on un gaz dan- 
gereux, aux proprietes irritantes, dote d’une odeur acre. Ses vapeurs peuvent irriter 
les yeux et les muqueuses. II faut done l’entreposer et l’utiliser sous une hotte ou dans 
une zone bien ventilee. II faut se conformer a la reglementation nationale en matiere 
de securite chimique. 

Glutaraldehyde 

Comme le formaldehyde, le glutaraldehyde (OHC(CH 2 ) 3 CHO) est egalement actif 
contre les bacteries vegetatives, les spores, les champignons ou les virus lipidiques et 
non lipidiques. II n’est pas corrosif et agit plus rapidement que le formaldehyde. II lui 
faut toutefois plusieurs heures pour venir a bout des spores bacteriennes. 

II est generalement fourni sous forme de solution a environ 20 g/1 (2 %) et certains 
produits doivent etre « actives » (alcalinises) avant usage par addition de bicarbonate 
livre avec le produit. Une fois activee, la solution peut etre reutilisee pendant 1 a 4 
semaines, selon le type de preparation et son mode ou sa frequence d’utilisation. Les 
bandelettes reactives fournies avec certains produits ne donnent qu’une indication 
approximative de la concentration en glutaraldehyde actif present dans la solution 
utilisee. La solution doit etre jetee si elle se trouble. 

Le glutaraldehyde est toxique et irritant pour la peau et les muqueuses, aussi faut- 
il eviter tout contact avec ce compose. On doit l’utiliser sous une sorbonne ou dans 
une zone parfaitement ventilee. II n’est pas recommande sous forme de pulverisations 
ou de solution pour decontaminer les surfaces d’un local. Dans tous les cas, on se con- 
formera a la reglementation nationale en matiere de securite chimique. 

Derives phenoliques 

Les derives phenoliques constituent un vaste groupe d’agents qui ont compte parmi 
les premiers germicides utilises. Toutefois leur securite d’emploi ayant ete recemment 
mise en doute, leur emploi s’est restreint. Us sont actifs contre les bacteries vegeta- 
tives, les virus lipidiques et, sous une forme appropriee, egalement contre les 
mycobacteries. Ils sont sans effet sur les spores et leur activite contre les virus non 
lipidiques est variable. De nombreux composes phenoliques sont utilises pour la 
decontamination des surfaces et certains d’entre eux, comme le triclosan et le chlorox- 
ylenol, comptent parmi les antiseptiques les plus courants. 

Les produits destines au lavage des mains contiennent frequemment du triclosan. 
II est surtout actif contre les bacteries vegetatives et n’est pas agressif pour la peau et 
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les muqueuses. Des etudes en laboratoire ont cependant montre que les bacteries de- 
venues resistantes au triclosan sous faible concentration se montrent egalement resis- 
tantes a l’egard de certains types d’antibiotiques. On ignore si cette observation peut 
avoir des consequences sur le terrain. 

Un certain nombre de composes phenoliques sont sensibles a la durete de l’eau et 
une eau trop dure peut les inactiver, c’est pourquoi il faut les diluer avec de l’eau dis- 
tillee ou desionisee. 

II n’est pas recommande d’utiliser des derives phenoliques pour traiter des surfaces 
pouvant se trouver en contact avec des produits alimentaires ni des locaux frequen- 
tes par de jeunes enfants. Us sont susceptibles d’etre absorbes par le caoutchouc et de 
franchir la barriere cutanee. Dans tous les cas, on se conformera a la reglementation 
nationale en matiere de securite chimique. 

Composes d’ ammonium quaternaire 

On utilise toutes sortes de composes d’ammonium quaternaire sous forme de 
melanges et souvent aussi en association avec d’autres germicides, comme les alcools 
par exemple. Ces composes ont une activite satisfaisante contre les bacteries vegeta- 
tives et les virus lipidiques. Certains d’entre eux (comme le chlorure de benzalkonium) 
sont utilises comme antiseptiques. 

La presence de matieres organiques ou de detergents anionique et aussi la durete 
de l’eau reduisent fortement le pouvoir germicide de certains composes d’ammonium 
quaternaire. II faut done choisir avec soin ceux que l’on envisage d’utiliser comme 
disinfectants pour le nettoyage prealable a la decontamination. Certaines bacteries 
potentiellement dangereuses peuvent se developper dans les solutions de sels d’am- 
monium quaternaire. Par ailleurs, ces composes peuvent s’accumuler dans l’environ- 
nement du fait de leur faible biodegradabilite. 

Alcools 

L’ethanol (alcool ethylique, C 2 H 5 OH) et le propanol-2 (alcool isopropylique, 
(CH 3 ) 2 CHOH) ont des proprietes desinfectantes similaires. Ils sont actifs contre les 
bacteries vegetatives, les champignons et les virus lipidiques mais sans effet sur les 
spores. Leur activite contre les virus non lipidiques est variable. Pour que l’efficacite 
soit maximale, la concentration utilisee doit etre voisine de 70 % (v/v) dans l’eau : les 
concentrations superieures ou inferieures risquent de ne pas avoir un pouvoir germi- 
cide aussi eleve. Les solutions aqueuses d’ alcools ont le grand avantage de ne pas laisser 
de residus sur les objets traites. 

Melange a d’autres agents, l’alcool est plus efficace que lorsqu’il est seul : c’est le 
cas par exemple de l’alcool a 70 % contenant 100 g de formaldehyde par litre ou de 
l’alcool contenant 2 g par litre de chlore actif. On peut utiliser une solution aqueuse 
d’alcool a 70 % pour desinfecter la peau, les paillasses et les enceintes de securite 
biologique ou encore pour y faire tremper de petits instruments chirurgicaux. Comme 
l’ethanol desseche la peau, il est souvent additionne d’emollients. Les produits pour 
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friction a base d’alcool sont recommandes pour la decontamination des mains si 
celles-ci ne sont que legerement souillies, dans les cas oil il est malcommode ou 
impossible de se les laver correctement. II ne faut cependant pas perdre de vue que 
l’ithanol est sans effet sur les spores et peut ne pas detruire tous les types de virus non 
lipidiques. 

Les alcools sont volatils et inflammables aussi ne faut-il pas les utiliser a proximite 
de flammes nues. Les solutions de travail doivent etre entreposees dans des recipients 
appropries pour iviter l’ivaporation. Les alcools peuvent provoquer un durcissement 
du caoutchouc et dissoudre certains adhisifs. II est tres important de procider a un 
inventaire minutieux et a un entreposage adequat des reserves d’alcool pour eviter 
qu’il ne soit utilise a d’autres fins que la disinfection. Les flacons ou bouteilles con- 
tenant des solutions d’alcool doivent etre clairement etiquetes pour eviter tout auto- 
clavage intempestif. 

lode et iodophores 

L’ action de ces disinfectants est comparable a celle du chlore, encore qu’ils puissent 
etre ligerement inhibis par les matieres organiques. L’iode peut tacher le tissu et les 
surfaces environnantes aussi n’est-il giniralement pas utilisable comme disinfectant. 
Par contre, l’iode et les iodophores sont de bons antiseptiques. La polyvidone iodie 
est un antiseptique sur et efficace pour le lavage chirurgical des mains et pour l’an- 
tisepsie de la peau du champ opiratoire. Les antiseptiques a base d’iode ne convien- 
nent giniralement pas pour la disinfection du matiriel midical ou dentaire. L’iode 
ne doit pas etre utilisi sur l’aluminium ou le cuivre. 

L’iode peut etre toxique. Les composis organiques iodis doivent etre conservis a 
4-10 °C pour iviter que des bactiries potentiellement dangereuses ne s’y diveloppent. 

Peroxyde d’hydrogene et peracides 

Comme le chlore, le peroxyde d’hydrogene (eau oxyginie, H 2 0 2 ) et les peracides sont 
des oxydants inergiques et peuvent constituer de puissants germicides a large spectre. 
Ils sont igalement moins nocifs que le chlore pour l’organisme humain et pour 
l’environnement. 

Le peroxyde d’hydrogene est fourni soit la sous forme d’une solution a 3 % 
prete a l’emploi, soit en solution aqueuse a 30 % que Ton dilue dans 5 a 10 fois son 
volume d’eau stirilisie. En fait, ces solutions a 3-6 % de peroxyde d’hydrogene ont 
une action relativement lente et leur pouvoir germicide est limiti. II existe maintenant 
des solutions contenant d’autres substances destinies a stabiliser la teneur en 
peroxyde d’hydrogene. Ces produits ont une action germicide plus rapide et sont 
moins corrosifs. 

On peut utiliser le peroxyde d’hydrogene pour dicontaminer les paillasses et les 
enceintes de sicuriti biologique, et les solutions les plus concentries peuvent convenir 
pour la disinfection du matiriel midical ou dentaire qui ne supporte pas la chaleur. 
La vaporisation de peroxyde d’hydrogene ou d’acide peracitique (CH 3 COOOH) pour 
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decontaminer le materiel medical ou chirurgical non resistant a la chaleur exige un 
appareillage special. 

Le peroxyde d’hydrogene et les peracides peuvent corroder les metaux comme l’a- 
luminium, le cuivre, le laiton et le zinc et ils sont egalement capables de decolorer les 
tissus, le systeme pileux, la peau et les membranes. Tout objet traite avec ces produits 
doit etre rince a fond avant d’etre mis en contact avec les yeux ou les muqueuses. Le 
stockage doit toujours se faire a l’abri de la chaleur et de la lumiere. 

Decontamination de I’environnement local 

La decontamination des locaux du laboratoire, de son mobilier et de son equipement 
necessite l’emploi d’une association de disinfectants liquides et gazeux. Les surfaces 
peuvent etre decontaminees au moyen d’une solution d’hypochlorite de sodium 
(NaOCl) ; une solution contenant 1 g de chlore actif par litre peut convenir pour l’as- 
sainissement general des locaux, mais des solutions plus concentrees sont recom- 
mandees en cas de situation a haut risque. Pour la decontamination des locaux du 
laboratoire, les solutions pretes a l’emploi contenant 3 % de peroxyde d’hydrogene 
(H,0 2 ) peuvent parfaitement remplacer les solutions d’hypochlorite. 

On peut egalement decontaminer les salles et l’equipement par fumigation au 
formaldehyde produit en chauffant du paraformaldehyde ou en faisant bouillir du 
formol. Ce procede est extremement dangereux et doit etre mis en oeuvre par du per- 
sonnel qualifie. Toutes les ouvertures de la piece (fenetres, portes, etc.) doivent etre 
hermetiquement fermees avec du ruban adhesif par exemple, avant le degagement du 
gaz. La fumigation doit etre effectuee a une temperature ambiante d’au moins 21 °C 
et une humidite relative de 70 % (voir plus loin dans ce chapitre la section consacree 
a la decontamination des enceintes de securite biologique). 

Une fois l’operation achevee, il faut ventiler abondamment les locaux avant d’au- 
toriser F entree du personnel. Le personnel oblige de penetrer dans la salle avant l’aera- 
tion doit porter un masque respiratoire approprie. On peut utiliser du bicarbonate 
d’ammonium gazeux pour neutraliser le formaldehyde. 

La fumigation de petits volumes avec du peroxyde d’hydrogene en phase gazeuse 
est egalement efficace mais il faut un appareillage special pour la production du gaz. 

Decontamination des enceintes de securite biologique 

Pour decontaminer les enceintes de securite biologique de classes I et II, il existe un 
appareillage qui permet de produire, de faire circuler et de neutraliser independam- 
ment le formaldehyde. On peut aussi mettre la quantite desiree de paraformaldehyde 
(pour une concentration finale de 0,8 % de formaldehyde dans l’air) dans une poele 
a frire que Ton place ensuite sur une plaque chauffante electrique. On introduit egale- 
ment dans l’enceinte une autre poele contenant une quantite de bicarbonate d’am- 
monium de 10 % superieure a celle de paraformaldehyde et on la place sur une autre 
plaque chauffante. Les prises d’alimentation des plaques chauffantes doivent se 
trouver hors de l’enceinte, de maniere a pouvoir regler les plaques depuis l’exterieur 
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en les branchant ou en les debranchant selon le cas. Si l’humidite relative est inferieure 
a 70 %, il faut egalement placer dans l’enceinte un recipient ouvert contenant de l’eau 
chaude avant de fermer hermetiquement le panneau frontal avec du ruban epais (par 
exemple du ruban adhesif entoile). Une epaisse feuille de plastique est ensuite scotchee 
contre l’ouverture frontale et la sortie de la gaine d’evacuation de fa<;on que le gaz ne 
penetre pas dans la piece. Les traversees des fils d’ alimentation qui passent a travers 
le panneau frontal doivent egalement etre etancheifiees avec du ruban adhesif entoile. 

On branche la plaque electrique qui chauffe le paraformaldehyde. Une fois que 
celui-ci s’ est entierement vaporise, on la debranche. On ne touche plus alors a l’en- 
ceinte pendant au moins 6 h. Passe ce temps, on branche la deuxieme plaque chauf- 
fante et on laisse se vaporiser tout le bicarbonate d’ammonium. On debranche ensuite 
la plaque et on met en marche le ventilateur de l’enceinte pendant deux intervalles de 
2 secondes environ chacun pour faire circuler la vapeur de bicarbonate d’ammonium. 
L’enceinte est laissee telle quelle pendant 30 minutes avant d’ouvrir le panneau frontal 
(ou d’enlever la feuille de plastique) et de degager la sortie de la gaine d’evacuation. 
Avant de se servir de l’enceinte, il faut l’essuyer pour en eliminer les residus. 

Lavage et decontamination des mains 

Dans la mesure du possible, il faut porter des gants chaque fois que l’on manipule du 
materiel presentant un risque biologique. Toutefois, cette mesure ne remet pas en 
cause la necessity, pour le personnel de laboratoire, de se laver regulierement et con- 
venablement les mains. Le lavage des mains est indispensable lorsque Ton a mani- 
pule des animaux ou du materiel presentant un risque biologique ou encore avant de 
quitter le laboratoire. 

Dans la plupart des cas, un lavage soigneux des mains a l’eau et au savon est suf- 
fisant pour les decontaminer, mais l’usage de savons germicides est recommande dans 
les situations a haut risque. Il faut bien se savonner les mains en frottant soigneuse- 
ment pendant au moins une dizaine de secondes, puis les rincer a l’eau claire et les 
secher avec du papier ou une serviette propre (on peut eventuellement utiliser un 
sechoir a air chaud) . 

Il est recommande de disposer de robinets commandes avec le pied ou le coude. 
Dans le cas contraire, on fermera le robinet en le saisissant avec une serviette en papier 
ou en tissu afin de ne pas se recontaminer les mains. 

Comme indique plus haut, les produits pour friction a base d’alcool peuvent etre 
utilises pour se nettoyer les mains si celles-ci ne sont que legerement souillees et que 
l’on ne peut pas se les laver convenablement. 

Disinfection et sterilisation par la chaleur 

La chaleur est l’agent physique le plus couramment utilise pour eliminer les germes 
pathogenes. La chaleur « seche », qui n’est absolument pas corrosive, est utilisee pour 
traiter de nombreux instruments et accessoires de laboratoire qui sont capables de 
supporter une temperature de 160 °C ou davantage pendant 2 a 4 h. Le brulage et 
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l’incineration (voir ci-dessous) sont egalement des formes de traitement par la chaleur 
seche. L’autoclavage est la maniere la plus efficace d’utiliser la chaleur « humide ». 

L’ebullition ne tue pas necessairement tous les micro-organismes et les germes 
pathogenes, mais on peut y recourir comme traitement sterilisateur minimum lorsque 
d’autres methodes (disinfection ou decontamination chimique, autoclavage) ne sont 
ni utilisables ni disponibles. 

Les objets sterilises doivent etre manipules et ranges de maniere a rester steriles 
jusqu’au moment de leur utilisation. 

Autoclavage 

Le traitement par la vapeur saturante sous pression (autoclavage) constitue le moyen 
le plus efficace et le plus fiable pour steriliser le materiel de laboratoire. Dans la plupart 
des cas, les cycles suivants assurent la sterilisation si l’autoclave a ete correctement 
charge : 

1. Temps de palier de 3 min a 134 °C. 

2. Temps de palier de 10 min a 136 °C. 

3. Temps de palier de 15 min a 121 °C. 

4. Temps de palier de 25 minutes a 115 °C. 

Parmi les divers types d’autoclaves, on peut citer les suivants : 

Autoclaves a vapeur directe. Le schema d’un de ces autoclaves est represente a la figure 
10. La vapeur penetre dans la chambre sous pression et deplace Fair plus lourd vers 
le bas; celui-ci passe ensuite dans la vanne d’evacuation de la chambre, a travers un 
filtre HEPA. 

Autoclaves a extraction d’air. Dans ces appareils, Fair est extrait de la chambre avant 
admission de la vapeur. Lair est evacue par une vanne munie d’un filtre HEPA. A la 
fin du cycle, la vapeur est automatiquement vidangee. Ces autoclaves peuvent fonc- 
tionner a 134 °C et le cycle de sterilisation peut done etre reduit a 3 minutes. Ils cons- 
tituent le systeme ideal pour les charges poreuses, mais en raison du vide qui est fait 
dans la chambre, ils ne peuvent pas etre utilises pour traiter des liquides. 

Autoclaves de type autocuiseur a source de chauffage exterieure. Ces autoclaves ne seront 
utilises que si l’on ne dispose pas d’un autoclave a vapeur directe. Ils sont charges par 
le haut et chauffes au gaz, a l’electricite ou d’une autre maniere. La vapeur est pro- 
duce en chauffant l’eau placee au fond du recipient et Fair se deplace vers le haut 
avant de sortir par la soupape d’echappement. Lorsque Fair a ete evacue en totalite, 
on ferme la soupape d’echappement et on baisse le chauffage. La pression et la tem- 
perature augmentent jusqu’a une valeur donnee a laquelle la soupape de securite com- 
mence a fonctionner. Le temps de palier se compte a partir de ce moment. A la fin du 
cycle, on coupe le chauffage et on laisse la temperature descendre a 80 °C ou moins 
avant d’ouvrir le couvercle. 
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soupape de manometre soupape de filtre (coton) 

manometre securite chambre securite d'entree d’air 



Chargement des autoclaves 

Le materiel ne doit pas etre entasse a l’interieur de la chambre pour que la vapeur 
puisse penetrer sans difficulty et que l’air puisse etre elimine facilement. II faut que la 
vapeur puisse atteindre le contenu des sacs. 

Precautions d’utilisation 

L’ observation des regies suivantes permet de reduire les risques que comporte l’utili- 
sation d’appareils sous pression. 

1. L’ utilisation et l’entretien habituels des appareils doivent etre confies a des per- 
sonnes qualifies. 

2. Un programme de maintenance preventive, comprenant un controle periodique 
des joints de la chambre et de la porte ainsi que de tous les manometres et dis- 
positifs de commande doit etre mis sur pied et confie a un personnel qualifie. 

3. La vapeur doit etre saturee et exempte de substances chimiques (par ex. des inhi- 
biteurs de corrosion) qui pourraient contaminer le materiel a steriliser. 

4. Tout le materiel a autoclaver doit etre place dans des recipients qui permettent 
une evacuation facile de Fair et une bonne penetration de la chaleur. La chambre 
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ne doit pas etre encombree afin que la charge puisse baigner de maniere uniforme 
dans la vapeur. 

5. Si P autoclave nest pas muni d’un dispositif de securite qui empeche l’ouverture 
de la porte tant que la chambre est sous pression, il est indispensable que la 
soupape principale soit fermee et qu’on laisse retomber la temperature de la 
chambre en dessous de 80 °C avant d’ouvrir la porte. 

6. Si on autoclave des liquides, il faut utiliser un systeme d’ evacuation a faible vitesse 
pour eviter qu’en raison de la surchauffe, ceux-ci se mettent a bouillir lorsqu’on 
les retire. 

7. Les operateurs doivent porter des gants et un ecran facial pour se proteger lors de 
l’ouverture de l’autoclave, meme si la temperature est retombee a moins de 80 °C. 

8. Pour tout controle de routine du fonctionnement de l’autoclave, il faut placer un 
indicateur biologique ou un thermocouple au centre de chaque charge. Il est vive- 
ment conseille de controler regulierement la temperature au moyen de thermo- 
couples et d’appareils enregistreurs en utilisant « la pire charge possible », ce qui 
permettra de determiner ce que doit etre le deroulement du cycle. 

9. Le filtre de vidange place en bas de la chambre (s’il y en a un) doit etre retire et 
nettoye tous les jours. 

10. On veillera a ce que la soupape d’echappement des autoclaves de type autocuiseur 
ne soit pas obturee par du papier, etc. present dans la charge. 

Incineration 

L’incineration est une methode utile pour se debarrasser des carcasses d’animaux, des 
pieces anatomiques ou autres dechets de laboratoire, avec ou sans decontamination 
prealable (voir chapitre 3). L’incineration des materiels infectieux ne peut se substituer 
a l’autoclavage que si Pincinerateur est place sous la responsabilite du laboratoire. 

Pour donner satisfaction, il faut que l’incinerateur comporte un dispositif efficace 
de regulation de la temperature et une chambre de combustion secondaire. Un grand 
nombre d’incinerateurs, notamment ceux qui ne comportent qu’une seule chambre 
de combustion, ne permettent pas de traiter de maniere satisfaisante le materiel infec- 
tieux, les carcasses d’animaux et les matieres plastiques. En effet la destruction risque 
de ne pas etre totale et l’effluent qui sort par la cheminee peut polluer P atmosphere 
du fait de la presence de micro-organismes ou de substances et fumees toxiques. Cela 
etant, il existe, pour les chambres de combustion, de nombreux types de configura- 
tion qui donnent satisfaction, mais l’ideal est d’obtenir une temperature d’au moins 
800 °C dans la chambre primaire et d’au moins 1000 °C dans la chambre secondaire. 

Les matieres et objets a incinerer, meme s’ils ont ete prealablement decontamines, 
doivent etre transports dans des sacs, de preference des sacs plastiques. Le personnel 
prepose a l’incineration doit avoir recu des instructions appropriees concernant le 
chargement et le reglage de la temperature de Pincinerateur. A noter que le bon fonc- 
tionnement d’un incinerateur depend tres largement d’un panachage judicieux des 
matieres et objets traites. 
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Ces incinerateurs, existants ou en projet, continuent a susciter des inquietudes 
quant aux effets negatifs qu’ils pourraient avoir sur l’environnement et les etudes se 
poursuivent pour mettre au point des appareils plus respectueux de l’environnement 
et consommant moins d’energie. 

Elimination 

L’elimination des dechets de laboratoire ou des dechets medicaux est soumise a 
diverses dispositions reglementaires regionales, nationales ou internationales et les 
versions les plus recentes de ces documents doivent etre consultees avant d’elaborer 
et de mettre en oeuvre un programme portant sur la manipulation, le transport et 
l’elimination des dechets qui presentent un risque biologique. En regie generale, les 
cendres extraites des incinerateurs peuvent etre traitees comme des cendres domes- 
tiques et prises en charge par les services locaux d’enlevement des ordures. Les dechets 
autoclaves peuvent etre elimines par incineration sur un site hors de la zone du la- 
boratoire ou enfouis dans une decharge autorisee (voir le chapitre 3). 

Pour de plus amples informations, le lecteur peut consulter les references 13 et 29 a 
39 . 
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Le transport des matieres infectieuses ou potentiellement infectieuses est soumis a une 
reglementation nationale et internationale rigoureuse. Cette reglementation precise 
comment utiliser les materiaux d’emballage selon les formes prescrites et enumere 
egalement les autres dispositions a respecter pour les expeditions. 

Le personnel du laboratoire doit expedier les matieres infectieuses en respectant la 
reglementation applicable a leur transport. L’observation de ces regies permet : 

1. De reduire le risque de deterioration ou de fuite des colis et par voie de 
consequence, 

2. de reduire l’exposition a une eventuelle infection et 

3. d’ameliorer les conditions de livraison des colis. 

Reglementation internationale relative aux transports 

La reglementation relative aux transports de matieres infectieuses (quel qu’en soit le 
moyen) repose sur le Reglement type des Nations Unies pour le transport des matieres 
dangereuses (40). Ces recommandations emanent du Comite d’ experts de l’ONU en 
matiere de transport des marchandises dangereuses (UNCEDTG). Pour avoir force de 
loi, les dispositions du Reglement type des Nations Unies doivent etre incorporees 
dans la reglementation nationale et internationale par les autorites competentes (par 
ex. les Instructions techniques pour la securite du transport aerien des marchandises 
dangereuses de l’Organisation de l’Aviation civile internationale (OACI) ou VAccord 
europeen relatif au transport international des marchandises dangereuses par route 
(ADR) (42)). 

L’ Association du Transport aerien international (IATA) publie chaque annee des 
directives concernant le transport des matieres infectieuses (43) auxquelles les com- 
pagnies aeriennes qui en sont membres doivent se conformer. 

Comme le Reglement type des Nations Unies pour le transport des matieres dan- 
gereuses est un ensemble de recommandations qui est revu tous les deux ans, le lecteur 
est prie de se reporter aux tout derniers textes reglementaires nationaux et interna- 
tionaux en la matiere. 

L’OMS intervient a titre consultatif aupres du Comite d’experts des Nations Unies 
en matiere de transport des marchandises dangereuses. Un certain nombre de modi- 
fications importantes concernant la reglementation relative au transport des matieres 
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infectieuses figurent dans la 13 e edition (2003) du Reglement type des Nations Unies 
(40). Des indications sur les tenants et aboutissants de ces modifications peuvent etre 
obtenues aupres de l’OMS (44). 

La reglementation internationale relative aux modes de transport n’est pas destinee 
a se substituer aux prescriptions locales ou nationales en la matiere. Toutefois, en l’ab- 
sence de telles prescriptions, c’est a la reglementation internationale qu’il convient de 
se conformer. 

II importe de noter que le transport international des matieres infectieuses est 
egalement soumis a la reglementation nationale relative a l’import-export. 

Le systeme du triple emballage 

La figure 1 1 donne un exemple de triple emballage, qui constitue le meilleur systeme 
pour le transport des matieres infectieuses ou potentiellement infectieuses. Cet embal- 
lage comporte trois couches successives : un recipient primaire, un emballage se- 
condaire et un emballage exterieur. 

Le recipient primaire, qui contient l’echantillon, doit etre hermetique, parfaitement 
etanche, et son contenu doit etre indique sur une etiquette. Ce premier recipient est 
enveloppe dans un volume suffisant de materiau absorbant pour qu’en cas de bris ou 
de fuite, tout le liquide de l’echantillon soit absorbe. 

Le recipient primaire est place dans un deuxieme emballage, egalement hermetique 
et etanche, qui sert de protection. Plusieurs recipients primaires enveloppes de 
materiau absorbant peuvent etre places dans un meme emballage secondaire. Certains 
textes reglementaires indiquent la limite de poids ou de volume autorisee pour les 
colis de matieres infectieuses. 

La troisieme couche, qui constitue l’emballage exterieur, protege d’emballage se- 
condaire contre les dommages materiels qui pourraient se produire en cours de trans- 
port. II faut egalement produire des formulaires contenant des donnees sur 
l’echantillon, des documents ou autres types d’information qui en indiquent la nature, 
en donnent la description, avec mention du nom de l’expediteur et du destinataire, 
ainsi que tout document complementaire, conformement aux derniers textes regle- 
mentaires en vigueur. 

Le Reglement type des Nations Unies preconise l’utilisation de deux modeles dif- 
ferents de triple emballage. Le modele de base convient pour le transport de diverses 
matieres infectieuses, mais les prescriptions concernant le transport des micro- 
organismes a haut risque sont plus rigoureuses. Pour plus de details sur l’utilisation 
des differents types d’emballage en fonction de la nature des matieres transportees, il 
est conseille de se reporter aux textes reglementaires nationaux ou internationaux 
relatifs aux differents modes de transport. 

Consignes pour nettoyer des produits repandus 

Au cas ou du materiel biologique infectieux ou potentiellement infectieux viendrait 
a etre repandu, on appliquera les consignes suivantes : 
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Emballage et etiquetage des substances infectieuses de categorie A 


Recipient primaire 
(tube a essai) 

Emballage secondaire 
(etanche a I’eau) 



Bouchon 

Materiau absorbant 

Fiche de suivi de I’echantillon (y 
compris liste detaillee du contenu) 

Emballage exterieur 

Etiquette de sens de 
la mauntention 
(facultative lorsque le 
volume du recipient 
primaire ne depasse 
pas 50 ml) 

Etiquetage UN 


Emballage et etiquetage des substances infectieuses de categorie B 

Recipient primaire 



Figure 11. Exemples d’emballages triples. 

(figures aimablement communiquees par t’iATA, Montreal, Canada). 
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1 . Porter des gants et des vetements protecteurs, y compris une protection oculaire 
et faciale, si necessaire. 

2. Recouvrir le liquide avec des serviettes en tissu ou en papier pour iviter qu’il ne 
continue a se repandre. 

3. Verser un disinfectant approprie sur les serviettes et la zone environnante (en 
general une solution d’hypochlorite a 5 % fait l’affaire; toutefois si l’accident 
survient a bord d’un aeronef, il faut utiliser un compose d’ammonium 
quaternaire). 

4. Appliquer le disinfectant par zones concentriques en comm enfant par les bords 
du secteur contamini et en se dirigeant vers le centre. 

5. Au bout d’une durie appropriie (par ex. 30 min), iliminer les produits. En 
prisence de dibris de verre ou autres objets pointus ou tranchants, se servir d’une 
pelle ou d’un morceau de carton rigide pour les rassembler et les placer dans un 
ricipient imperforable en vue de leur ilimination. 

6. Nettoyer et disinfecter l’emplacement ou le liquide a iti ripandu (si nicessaire, 
ripiter les opirations 2 a 5). 

7. Jeter les matiriaux et produits contaminis dans une poubelle itanche et 
imperforable. 

8. Une fois la disinfection achevie, informer les autoritis compitentes que le site est 
dicontamini. 
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PARTIE V 

Introduction aux 
biotechnologies 



16. Securite et technologies de 
recombinaison de I’ADN 


Les technologies de recombinaison de l’ADN - egalement connues sous la denomi- 
nation de genie genetique - consistent a associer du materiel genetique de diverses 
origines pour creer des organismes genetiquement modifies (OGM) qui n’ont pro- 
bablement jamais existe dans la nature. Au debut, les specialistes de la biologie molecu- 
laire craignaient que ces organismes ne soient dotes de proprietes imprevisibles et 
indesirables susceptibles de les rendre dangereux s’ils venaient a s’echapper des labo- 
ratoires. Ces inquietudes ont constitue le theme central des debats qui se sont deroules 
lors de la conference scientifique tenue en 1975 a Asilomar, en Californie Erats Unrs 
d’Amerque (45). Les discussions qui ont eu lieu lors de cette reunion au sujet des prob- 
lemes de securite biologique ont abouti a l’enonce des premiers principes directeurs 
concernant les technologies de recombinaison de l’ADN. L’experience acquise apres 
25 ans de recherches montre que les travaux de genie genetique peuvent etre effectues 
dans de bonnes conditions de securite pour peu que Ton evalue correctement le risque 
et que des mesures suffisantes de securite soient prises. 

Les premiers travaux de genie genetique avaient pour but de cloner des fragments 
d’ADN dans des hotes bacteriens afin d’obtenir la surexpression de certains produits 
geniques en vue d’etudes ulterieures. Des molecules d’ADN recombinant sont egale- 
ment utilisees pour creer divers types d’OGM, comme les animaux ou plantes trans- 
geniques ou les animaux « knock out » c’est a dire dont certains genes sont inactives 
ou supprimes. 

Les technologies de recombinaison de l’ADN ont d’ores et deja des retombees con- 
siderables en biologie et en medecine et leur influence va probablement encore s’ac- 
centuer maintenant que l’on connait la sequence nucleotidique complete du genome 
humain. Des dizaines de milliers de genes dont on ignore encore la fonction vont ainsi 
pouvoir etre etudies grace au genie genetique. La therapie genique pourrait etre 
couramment utilisees pour traiter certaines maladies et il est probable que les tech- 
niques de genie genetique vont nous permettre de disposer de nouveaux vecteurs de 
clonage. Les plantes transgeniques creees par recombinaison de l’ADN pourraient 
egalement prendre une place de plus en plus importante dans l’agriculture moderne. 

On ne doit proceder a une experience comportant l’elaboration ou l’utilisation 
d’OGM qu’ apres une evaluation ou une analyse du risque biologique qu’elle com- 
porte. II est possible que la pathogenicite et les dangers que peuvent comporter ces 
organismes presentent des caracteristiques nouvelles et plus ou moins bien definies. 
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II faut done etudier les proprietes de l’organisme donneur et celles de l’organisme 
receveur, la nature des sequences d’ADN qui seront transferees et les caracteristiques 
de l’environnement. La connaissance de tous ces facteurs devrait permettre de deter- 
miner plus facilement le niveau de securite biologique necessaire pour la manipula- 
tion sans danger de l’OGM obtenu et les systemes de confinement biologique et 
physique a mettre en oeuvre. 

Considerations biosecuritaires applicables aux systemes d’expression 
biologiques 

Les systemes d’expression biologiques sont constitues par les vecteurs de clonage et 
les cellules hotes. Pour que ces systemes soient efficaces et puissent etre utilises sans 
danger, ils doivent repondre a un certain nombre de criteres. Prenons a titre d’exem- 
ple un de ces systemes, le plasmide pUC18. Souvent utilise comme vecteur de clonage 
avec des bacteries Escherichia coli K12, ce plasmide a ete entierement sequence. Tous 
les genes necessaires a son expression dans d’autres bacteries ont ete supprimes de son 
plasmide precurseur, le pBR322. E.coli K12 est une souche non pathogene de coli- 
bacilles qui est incapable de coloniser de fa<;on permanente l’intestin des etres 
humains ou des animaux en bonne sante. Les techniques habituelles de genie gene- 
tique peuvent etre utilisees sans risque sur le systeme E.colil pUC18 au niveau 1 de 
securite biologique, aussi longtemps que les produits exprimes par l’ADN etranger 
insere dans la bacterie ne necessitent pas le passage a un niveau superieur. 

Considerations biosecuritaires applicables aux vecteurs d’expression 

Un niveau superieur de securite biologique peut etre necessaire lorsque : 

1 . L’ expression des sequences d’ADN provenant de germes pathogenes sont suscep- 
tibles d’augmenter la virulence de l’OGM. 

2. Les sequences inserees ne sont pas parfaitement caracterisees, comme e’est par 
exemple le cas lors de la preparation de bibliotheques d’ADN genomique 
provenant de micro-organismes pathogenes. 

3. Les produits geniques peuvent avoir une activite pharmacologique. 

4. Les produits geniques codent pour des toxines. 

Vecteurs viraux pour le transfert de genes 

On utilise certains virus, des adenovirus par exemple, pour transferer des genes dans 
d’autres cellules. Ces vecteurs sont depourvus des genes qui commandent la replica- 
tion et on les cultive dans des lignees cellulaires capables de compenser ce defaut. 

II peut arriver que ces vecteurs soient contamines par des virus capables de se repli- 
quer, virus qui apparaissent dans la lignee cellulaire a la faveur de rares recombinaisons 
spontanees ou peuvent aussi etre presents en raison d’une purification insuffisante. 
Ces vecteurs doivent etre manipules au meme niveau de securite biologique que les 
adenovirus dont ils derivent. 
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Animaux transgeniques et animaux « knock out » 

Les animaux porteurs de genes etrangers (animaux transgeniques) doivent etre mani- 
pules a un niveau de confinement correspondant aux caracteristiques des produits de ces 
genes. Les animaux chez lesquels on a precede a la deletion de certains genes particuliers 
(animaux « knock out » ) ne presentent generalement pas de danger sur le plan biologique. 

Parmi ces animaux transgeniques figurent ceux qui expriment les recepteurs de 
virus normalement incapables d’infecter l’espece en question. S’il arrivait que de tels 
animaux s’echappent d’un laboratoire et transmettent leurs genes etrangers a leurs 
congeneres sauvages, il pourrait theoriquement se constituer au sein de la population 
animale un reservoir pour ces virus. 

Cette possibility a ete evoquee dans le cas du virus poliomyelitique et elle prend 
toute son importance dans le contexte de L eradication de la poliomyelite. Des souris 
transgeniques exprimant le recepteur au virus poliomyelitique humain et produites 
par differents laboratoires ont pu etre infectees par ce virus en utilisant diverses voies 
d’inoculation et la maladie resultante s’est revelee cliniquement et histopathologique- 
ment analogue a la poliomyelite humaine. Toutefois, le modele murin differe de l’or- 
ganisme humain en ce sens que le virus poliomyelitique administre par voie orale se 
replique mal ou pas du tout dans les voies digestives. II est done tres peu probable 
que, dans 1’ eventuality oil ces souris transgeniques s’echapperaient pour retourner a 
l’etat sauvage, elles soient en mesure de constituer un nouveau reservoir animal du 
virus poliomyelitique. Cet exemple montre neanmoins que, pour chaque nouvelle 
lignee d’ animaux transgeniques, il faut proceder a des etudes minutieuses pour 
determiner par quelles voies ces animaux peuvent etre infectes, quel est le volume 
d’inoculum necessaire a l’infection et dans quelle proportion les animaux infectes 
excretent le virus. En outre, il faut prendre toutes les mesures necessaries pour assurer 
un confinement rigoureux des souris transgeniques porteuses du recepteur viral. 

Plantes transgeniques 

Dans de nombreuses regions du monde, les plantes trangeniques exprimant des genes 
qui leur conferent une tolerance aux herbicides ou une resistance aux insectes sont 
aujourd’hui au centre d’une vive controverse. Le debat porte essentiellement sur la 
securite sanitaire de ces plantes en tant qu’ aliments et sur les consequences ecologiques 
que leur culture pourrait avoir a long terme. 

On utilise des plantes transgeniques exprimant des genes d’origine humaine ou 
animale pour obtenir des produits d’interet medical ou nutritionnel. Il convient de 
proceder a une evaluation du risque pour determiner a quel niveau de security 
biologique ces plantes doivent etre produites. 

Evaluation du risque dans le cas des organismes genetiquement modifies 

Dans le cas de travaux sur des OGM, revaluation du risque doit prendre en compte 
les caracteristiques des organismes donneurs et receveurs. On en trouvera ci-apres 
quelques exemples. 
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Dangers directement lies au gene insere (organisme donneur) 

Une evaluation du risque est necessaire dans le cas oil le produit du gene insere 
possede une activite biologique ou pharmacologique reconnue qui pourrait se reveler 
nocive, par exemple, si on a affaire a des : 

1. Toxines 

2. Cytokines 

3. Hormones 

4. Regulateurs de 1’ expression genique 

5. Facteurs de virulence ou d’accroissement de la virulence 

6. Sequences oncogenes 

7. Facteurs d’ antibioresistance 

8. Allergenes. 

Dans chaque cas, il faut evaluer le niveau d’ expression necessaire pour qu’une acti- 
vite biologique ou pharmacologique se manifeste. 

Dangers lies au receveur ou a I’hote 

1 . Sensibilite de l’hote 

2. Pathogenicite de la souche hote, et notamment sa virulence, son infectiosite et sa 
production de toxines 

3. Modification de la gamme d’hotes 

4. Etat immunitaire du receveur 

5. Consequences d’une exposition. 

Dangers lies a la modification de certains facteurs de pathogenicite 

II y a beaucoup de modifications qui n’impliquent pas de genes dont les produits sont 
intrinsequement nocifs, mais des effets indesirables peuvent se produire par suite de 
la modification des facteurs pathogenes ou non pathogenes existants. La modification 
d’un gene normal peut avoir des repercussions sur la pathogenicite. Pour reconnaitre 
ces dangers potentiels, il faut se poser les questions suivantes (liste non exhaustive). 

1 . Y a t-il augmentation de l’infectiosite ou de la pathogenicite ? 

2. L’insertion du gene etranger peut-elle compenser une mutation incapacitante chez 
le receveur ? 

3. Le gene etranger code-t-il pour un facteur de pathogenicite appartenant a un autre 
organisme ? 

4. Si l’ADN etranger contient un tel facteur de pathogenicite, peut-on envisager que 
cela ait des consequences pour la pathogenicite de l’OGM ? 

5. Existe t-il un traitement ? 

6. La modification genetique aura t-elle des consequences pour la sensibilite de 
l’OGM aux antibiotiques ou a d’autres types de therapeutique ? 

7. L’eradication de l’OGM est-elle possible ? 
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Autres considerations 

L’ utilisation d’animaux ou de vegetaux entiers a des fins experimentales demande 
egalement mure reflexion. Les chercheurs doivent respecter la reglementation, les 
restrictions et les prescriptions relatives au travail sur les OGM en vigueur dans les 
pays ou les institutions dans lesquels ils exercent leur activite. 

II peut exister dans certains pays une autorite nationale chargee d’etablir des direc- 
tives concernant le travail sur les OGM et celle-ci peut aider les scientifiques a deter- 
miner quel est le niveau de securite biologique requis par leurs travaux. Ce niveau 
peut parfois varier d’un pays a l’autre et il peut aussi arriver qu’un pays decide 
d’abaisser ou d’elever le niveau de securite exige pour tel ou tel systeme vecteur/hote, 
a la lumiere de donnees nouvelles. 

devaluation du risque est un processus dynamique qui evolue avec les nouvelles 
avancees et les nouveaux progres de la science. Si ces evaluations sont menees cor- 
rectement, elles permettront a l’humanite de continuer a tirer profit du genie gene- 
tique dans les annees a venir. 

Pour de plus amples informations, le lecteur est prie de consulter les references 1 7 et 
46 a 48 . 
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PARTIE VI 

Securite chimique, 
electrique et incendie 



17. Les risques chimiques 


Le personnel des laboratoires de microbiologie est expose a des produits chimiques 
dangereux tout autant qua des germes pathogenes. II est done primordial qu’il ait une 
bonne connaissance des effets toxiques de ces produits, de leurs voies d’ exposition et 
des risques que comportent leur manipulation et leur stockage (voir annexe 5). On 
peut obtenir aupres des fabricants ou des fournisseurs des fiches de securite chimique 
ou d’ autres types d’information sur les risques de nature chimique. Le personnel des 
laboratoires oil de tels produits sont employes doit avoir acces a cette documentation 
sous une forme ou une autre, qui peut par exemple etre incluse dans le manuel de 
laboratoire ou le guide d’hygiene et de securite. 

Voies d’exposition 

On peut etre expose a des produits chimiques dangereux par : 

1. Inhalation 

2. Contact 

3. Ingestion 

4. Piqure d’aiguille 

5. Lesion cutanee. 

Stockage des produits chimiques 

II ne faut conserver au laboratoire que la quantite de produits necessaire pour l’usage 
quotidien. Les stocks doivent etre entreposes dans une reserve constitute d’une piece 
ou d’un batiment specialement destines a cet effet. 

Les produits chimiques ne doivent pas etre ranges par ordre alphabetique. 

Regies generates d’incompatibilite chimique 

Pour prevenir tout risque d’incendie ou d’ explosion, les produits qui figurent dans la 
colonne de gauche du tableau 13 doivent etre entreposes et manipules de fai^on a eviter 
tout contact avec avec les substances placees en regard, dans la colonne de droite. 

Toxicite des produits chimiques 

Certains produits chimiques peuvent avoir des effets indesirables sur la sante des per- 
sonnes qui les manipulent ou en inhalent les vapeurs. Outre les poisons notoires, un 
certain nombre de produits chimiques sont connus pour leurs divers effets toxiques. 
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Tableau 13. Regies generates d'incompatibilite chimique 


TYPE DE SUBSTANCE 

SUBSTANCES INCOMPATIBLES 

Metaux alcalins, comme le sodium, le 
potassium, le cesium ou le lithium 

Dioxyde de carbone, hydrocarbures chlores, eau 

Halogenes 

Ammoniac, acetylene, hydrocarbures 

Acide acetique, sulfure d’hydrogene, aniline, 
hydrocarbures, acide sulfurique 

Oxydants, comme I’acide chromique, I’acide 
nitrique, les peroxydes ou les permanganates 


Le systeme respiratoire, le sang, les poumons, le foie, les reins et le tube digestif, 
ainsi que d’autres organes et tissus, peuvent etre touches et meme subir de graves 
lesions. Parmi toutes ces substances toxiques, certaines sont reconnues comme etant 
teratogenes ou cancerogenes. 

Les vapeurs de certains solvants sont toxiques lorsqu’elles sont inhalees. Outre les 
effets plus graves indiques ci-dessus, Fexposition peut entrainer une atteinte sans 
retentissement visible immediat sur la sante, mais qui peut se traduire par un defaut 
de coordination, une somnolence et des symptomes du meme ordre, qui augmentent 
le risque d’ accident. 

Une exposition repetee ou prolongee a la phase liquide d’un grand nombre de 
solvants organiques peut etre a l’origine de lesions cutanees resultant de la dissolu- 
tion des graisses par les solvants ou bien encore d’une action corrosive ou allergique. 

Des informations detaillees sur les effets toxiques des produits chimiques sont 
donnees a l’annexe 5. 

Produits chimiques explosifs 

Les azotures, qui entrent souvent dans la composition des solutions antibacteriennes, 
ne doivent en aucun cas entrer en contact avec le cuivre ou le plomb (canalisation 
d’ evacuation et plomberie), car les azotures de ces metaux explosent violemment au 
moindre choc. 

Les ethers conserves depuis longtemps et qui ont cristallise sont extremement insta- 
bles et peuvent exploser. 

L’acide perchlorique, qui seche sur des surfaces de bois, sur des materiaux de cons- 
truction ou du tissu explose et s’enflamme sous l’effet d’un choc. 

L’acide picrique et les picrates detonnent sous l’effet de la chaleur et des chocs. 

Renversement accidentel de produits chimiques 

La plupart des fabricants de produits chimiques pour laboratoires fournissent des 
affiches indiquant la conduite a tenir en cas de renversement de divers produits. Ces 
affiches ainsi que le materiel et les produits a utiliser en pared cas se trouvent egale- 
ment dans le commerce. Elies devront etre apposees bien en vue dans le laboratoire. 
Le materiel suivant doit egalement etre fourni : 
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1 . Necessaires pour traiter les produits repandus 

2. Vetements protecteurs, tels que gants en caoutchouc epais, surchaussures ou 
bottes en caoutchouc, masques respiratoires 

3. Pelles et ecopes 

4. Pinces pour saisir les morceaux de verre 

5. Serpillieres, linges et serviettes en papier 

6. Seaux 

7. Carbonate de sodium (Na 2 C0 3 ) ou monohydrogenocarbonate de sodium (bicar- 
bonate, NaHC0 3 ) pour neutraliser les acides et les produits corrosifs 

8. Sable (pour recouvrir les bases repandues) 

9. Detergent non inflammable. 

En cas de renversement important d’un produit chimique, proceder de la maniere 
suivante : 

1 . Prevenir le delegue a la securite competent. 

2. Faire evacuer le personnel qui n’est pas indispensable. 

3. Donner des soins aux personnes qui ont pu etre contaminees. 

4. Si le produit repandu est inflammable, eteindre toutes les flammes nues, fermer 
l’arrivee de gaz dans la salle et les zones voisines, ouvrir les fenetres (si possible) 
et debrancher les appareils electriques susceptibles de produire des etincelles. 

5. Eviter de respirer les vapeurs emises par le produit repandu. 

6. Ventiler les locaux en chassant Pair vers l’exterieur, si l’operation est sans danger. 

7. Se procurer le materiel necessaire pour nettoyer (voir ci-dessus). 

Gaz comprimes et liquefies 

Le tableau 14 donne des conseils pour le stockage des gaz liquefies et comprimes. 
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Tableau 14. Stockage des gaz liquefies et comprimes 


BOUTEILLE 

CONSEILS POUR LE STOCKAGE 

Bouteilles de gaz comprimes 
et conteneurs 
de gaz liquefies 311 

• Doivent etre solidement attachees (avec une chalne par ex.) 
a un mur ou a une paillasse solide de fagon a ne pas etre 
deplacees par inadvertance. 


• Doivent etre transportees munies de leur bouchon 
protecteur, au moyen d’un chariot. 


• Si elles sont en grande quantite, doivent etre entreposees 
dansun batiment approprie a distance du laboratoire. 

Cette reserve doit etre fermee a clef et identifiee par un 
panneau. 


• Ne doivent pas etre placees a proximite d’un radiateur, de 
flammes nues ou d’autres sources de chaleur, ni de 
materiel electrique producteur d’etincelles, ni directement 
exposees au soleil. 

Petites cartouches de gaz 
a usage unique 311 

• Ne doivent pas etre incinerees. 


a La vanne haute pression principale doit etre fermee lorsque la bouteiile n’est pas utilisee et que la salle 
est inoccupee. 

b Les pieces dans lesquelles on utilise ou entrepose des bouteilles de gaz inflammables doivent etre iden- 
tifiees par des panneaux places sur les portes. 

Pour plus de plus amples informations, le lecteur est prie de consulter les references 
1 et 49 a 51 ainsi que l’annexe 5. 


• 124 • 


18. Autres types de risques au 
laboratoire 


Le personnel de laboratoire peut etre expose a des dangers lies a diverses formes 
d’energie et notamment au feu, a l’electricite, aux rayonnements et au bruit. On trou- 
vera dans ce chapitre, les donnees essentielles concernant chacun d’eux. 

Risque d’incendie 

II est essentiel qu’il y ait une collaboration etroite entre les delegues a la securite et les 
responsables locaux de la securite incendie. Outre les risques de nature chimique, tout 
incendie presente un risque de dissemination de materiel biologique infectieux qu’il 
faut prendre en compte, eventuellement pour decider s’il est preferable d’eteindre 
l’incendie ou de le circonscrire. 

II est souhaitable de faire appel aux responsables locaux de la securite incendie pour 
la formation du personnel de laboratoire a la prevention, aux mesures immediates a 
prendre en cas de sinistre et a l’utilisation du materiel de lutte contre les incendies. 

Des panneaux, judicieusement places bien en evidence dans chaque salle, dans les 
couloirs et les halls, devront mettre en garde le personnel et indiquer la conduite a 
tenir ainsi que les issues de secours a emprunter. 

Les causes les plus courantes d’incendie au laboratoire sont les suivantes : 

1 . La surcharge electrique 

2. Le mauvais entretien du circuit electrique, par ex. une isolation defectueuse ou en 
mauvais etat 

3. La longueur excessive des tuyaux de gaz et des rallonges electriques 

4. Les appareils laisses allumes inutilement 

5. Des appareils ou equipements qui n’ont pas ete corpus pour une utilisation en 
laboratoire 

6. Les flammes nues 

7. Des tuyaux de gaz endommages 

8. Des negligences dans la manipulation et l’entreposage des produits inflammables 
ou explosifs 

9. Des negligences dans la separation des substances chimiques incompatibles 

10. La presence d’appareils ou d’equipements produisant des etincelles a proximite de 
produits ou de vapeurs inflammables 

11. Une ventilation mal adaptee ou insuffisante. 


• 125 • 


MANUEL DE SECURITE BIOLOGIQUE EN LABORATOIRE 


Tableau 15. Les clivers types d’extincteurs et leur usage 


TYPE 

A UTILISER SUR 

A NE PAS UTILISER SUR 

Eau 

Papier, bois, tissu 

Feux d’origine electrique, 
liquides inflammables, 
metaux incandescents 

Dioxyde de carbone (C0 2 ) 

Gaz extincteurs 

Liquides et gaz 
inflammables, feux 
d’origine electrique 

Metaux alcalins, papier 

Poudre 

Liquides et gaz 
inflammables, metaux 
alcalins, feux d’origine 
electrique 

Instruments et materiel 
reutilisables car les residus 
sont tres difficiles a 
eliminer 

Mousse 

Liquides inflammables 

Feux d’origine electrique 


Le materiel de lutte anti-incendie doit etre place a proximite des portes des salles et 
en divers points strategiques des couloirs et des halls. Ce materiel peut consister en 
tuyaux souples, seaux (a eau ou a sable) et extincteurs. Les extincteurs doivent etre 
regulierement verifies et entretenus et on veillera a ce qu’ils ne soient pas perimes. Les 
divers types d’extincteurs et leur usage sont indiques dans le tableau 15. 

Pour de plus amples informations, le lecteur est prie de consulter la reference 49 . 

Risques electriques 

II est essentiel que toutes les installations et l’appareillage electriques soient verifies et 
controles regulierement, y compris la mise a la terre. 

Des disjoncteurs et notamment des disjoncteurs differentiels doivent etre installes 
sur les circuits electriques des laboratoires. Les disjoncteurs ne protegent pas les 
personnes; leur role est de proteger les circuits d’une surcharge et, par consequent, 
d’eviter les incendies. Les disjoncteurs differentiels sont eux destines a proteger les 
personnes des chocs electriques. 

Tout l’appareillage electrique du laboratoire doit etre relie a la terre, au moyen de 
prises de terre, de preference. 

La totalite des appareils et circuits electriques du laboratoire doit etre conforme 
aux normes nationales de securite electrique. 

Bruit 

Les effets d’une exposition durable a un bruit excessif sont insidieux. Certains 
appareils de laboratoire, comme par exemple certains types de lasers ou encore les 
installations qui abritent des animaux, peuvent entrainer une importante exposition 
de ce genre. On peut proceder a des mesures acoustiques pour determiner le risque 
d’ exposition au bruit. Si les donnees obtenues le justifient, on pourra envisager des 
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mesures techniques telles que l’encoffrage des equipements bruyants ou la pose de 
barrieres ou d’ecrans anti-bruit autour de ces equipments ou entre les zones bruyantes 
et les autres zones de travail. Si l’on ne peut pas reduire le niveau de bruit et que le 
personnel soit expose en permanence a un bruit excessif, il faudra mettre en place un 
programme de protection auditive prevoyant le port d’oreillettes de protection pour 
les travaux en ambiance bruyante ainsi qu’une surveillance medicale du personnel 
pour determiner les effets de cette nuisance. 

Rayonnements ionisants 

La radioprotection a pour but de mettre les sujets humains a l’abri des effets nocifs 
des rayonnements ionisants, effets qui consistent notamment : 

1. En effets somatiques, par ex. des symptomes cliniques observables chez les sujets 
exposes. II s’agit en particulier de cancers radio-induits, par exemple des leucemies 
ou encore des cancers osseux, pulmonaires ou cutanes, qui peuvent n’apparaitre 
que plusieurs annees apres l’irradiation. D’autres effets moins graves peuvent con- 
sister en petites lesions cutanees, alopecie, anomalies sanguines, lesions des voies 
digestives ou cataracte. 

2. En effets hereditaires, par ex. des symptomes qui s’observent dans la descendance 
des sujets exposes. Les effets hereditaires de Firradiation des gonades consistent 
notamment en anomalies chromosomiques ou mutations geniques. L’irradiation a 
forte dose des cellules germinales presentes dans les gonades peut egalement 
entrainer la mort cellulaire, avec pour consequence des troubles de la fertilite chez 
les deux sexes et une modification du cycle menstruel chez la femme. Une exposi- 
tion du foetus pendant son developpement, en particulier entre la huitieme et la 
quinzieme semaine de la grossesse, peut accroitre le risque de malformations con- 
genitales, d’arrieration mentale ou de cancers radio-induits plus tard dans la vie. 

Les principes de la radioprotection contre les rayonnements ionisants 

Pour limiter les effets nocifs des rayonnements ionisants, il faut reglementer l’utilisa- 
tion des radio-isotopes, qui doit toujours respecter les normes nationales en la 
matiere. La mise en oeuvre de la radioprotection repose sur quatre principes : 

1 . Reduire le plus possible la duree d’ exposition 

2. Se tenir le plus loin possible de la source de rayonnement 

3. Disposer un blindage autour de la source de rayonnement 

4. Substituer aux radionucleides d’autres techniques non radiometriques. 

Les mesures de protection sont les suivantes : 

1 . Duree d’ exposition. On peut reduire la duree d’exposition au cours des manipula- 
tions de substances radioactives : 

— En s’exercant a pratiquer les techniques nouvelles et non familieres sans utiliser 
de radionucleide jusqu’a ce qu’on les maitrise parfaitement 


• 127 • 


MANUEL DE SECURITE BIOLOGIQUE EN LABORATOIRE 


— En utilisant les radionucleides en temps voulu, avec prudence et sans precipi- 
tation 

— En veillant a ce qu’une fois utilisees, toutes les sources radioactives soient 
immediatement replacees dans leur lieu de stockage 

— En eliminant frequemment du laboratoire les dechets radioactifs 

— En passant le moins de temps possible dans la zone ou dans le laboratoire oil 
il y a risque d’irradiation 

— En s’exer^ant a bien gerer et planifier les manipulations de substances radio- 
actives et leur duree. 

Moins on passe de temps dans le champ d’irradiation, plus la dose re<;ue indi- 
viduellement est faible, comme le montre F equation suivante : 

Dose = Debit de dose x temps 

2. Distance a la source. Pour la plupart des rayonnements y ou X, le debit de dose 
varie comme l’inverse du carre de la distance a une source ponctuelle : 

Debit de dose = Constante x l/distance 2 

On voit done que si on double la distance entre la source de rayonnement et 
l’operateur, l’exposition sera divisee par quatre au cours de la meme duree. On 
utilise divers dispositifs et systemes mecaniques pour augmenter la distance entre 
l’operateur et la source, par ex. des pinces de divers types et notamment a long 
manche ainsi que des dispositifs pour le pipettage a distance. A noter qu’une petite 
augmentation de la distance peut se traduire par une reduction non negligeable 
du debit de dose. 

3. Blindage. En pla^ant entre la source et l’operateur ou les autres membre du per- 
sonnel des ecrans capables d’absorber F energie rayonnee ou de l’attenuer, on peut 
limiter leur exposition. Le choix du type d’ecran et de son epaisseur depend de la 
capacite de penetration du rayonnement (e’est-a-dire de sa nature et de son 
energie). Des ecrans en resine acrylique, en bois ou en metal leger, d’une epais- 
seur de 1,3 a 1,5 cm protegent contre les particules (3 tres energetiques, mais pour 
proteger contre le rayonnement y ou X de haute energie, il est necessaire d’utiliser 
des ecrans au plomb de densite elevee. 

4. Substitution. Il ne faut pas utiliser de radionucleides s’il existe d’autres techniques. 
Si l’on ne peut pas substituer une autre technique a une methode radio-isotopique, 
il faudra utiliser le radionucleide dont le rayonnement soit le moins penetrant ou 
le moins energetique possible. 


Il y a quatre types de regies pour le travail avec des substances radioactives, a savoir : 
1. Celles qui concernent la zone d’irradiation 
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Figure 12. Symbole international 
indiquant un risque 
d’irradiation 


ATTENTION 



RADIOACTIVITE 


2. Celles qui concerne la paillasse oil s’effectue la manipulation 

3. Celles qui concernent la gestion des dechets 

4. Celles qui concernent les dossiers et la conduite a tenir en situation d’urgence. 

Parmi les regies les plus importantes, on peut citer les suivantes : 

1. Zone d’irradiation 

— N’utiliser de substances radioactives que dans les zones specialement destinees 
a cet usage. 

— Seul le personnel indispensable doit etre present. 

— Porter un equipement protecteur individuel, notamment une tenue de labo- 
ratoire appropriee, des lunettes de securite et des gants jetables. 

— Porter un dosimetre personnel pour la surveillance de l’exposition au rayon- 
nement. 

Les laboratoires oil sont manipules des radionucleides doivent etre conqus de 
maniere a ce que le confinement, le nettoyage et la decontamination soient sim- 
plifies. La zone de travail sur les radionucleides doit etre situee dans une piece de 
petites dimensions contigue au laboratoire principal ou dans un secteur special de 
celui-ci, a distance des autres zones de travail. Des panneaux portant le symbole 
international de risque d’irradiation doivent etre apposes a l’entree de la zone 
d’irradiation (figure 12). 

2. Paillasse oil s’effectue la manipulation 

— Utiliser des plateaux contenant des materiaux absorbants jetables pour recueil- 
lir les liquides repandus. 

— Limiter la quantite de radionucleide utilisee. 

— Disposer un ecran de protection autour des sources de rayonnement, de la pail- 
lasse et des secteurs ou sont places les dechets radioactifs. 

— Marquer le symbole de radioactivite sur les conteneurs de produits radio- 
actifs en indiquant egalement la nature du radionucleide, son activite et la date 
de la mesure. 
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— Utiliser des radiodosimetres pour le controle des zones de travail, des vete- 
ments protecteurs et des mains une fois le travail acheve. 

— Utiliser des conteneurs de transport correctement blindes. 

3. Dechets radioactifs 

— Eliminer frequemment les dechets radioactifs de la zone de travail. 

4. Dossiers et conduite a tenir en situation d’urgence 

— Tenir un registre exact de l’utilisation et de l’elimination des produits radio- 
actifs. 

— Compulser les dossiers dosimetriques a la recherche d’un depassement 
eventuel de la dose limite pour certains produits. 

— Mettre au point des plans d’ action en cas de situation d’urgence et faire 
proceder regulierement a des exercices. 

— En cas d’urgence, s’occuper en premier lieu des accidentes. 

— Nettoyer a fond les zones contaminees. 

— En cas de necessite, demander l’aide des services de securite. 

— Rediger un rapport en cas d’incident et l’archiver. 
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La securite : 
organisation 
et formation 



19. Le responsable de la securite 
et le comite de securite 


II est indispensable que tout laboratoire ait un reglement de securite detaille, un 
manuel de securite et un programme pour leur mise en application. La responsabi- 
lite en incombe normalement au directeur ou au chef de l’etablissement ou du labo- 
ratoire, lequel peut cependant deleguer certaines taches a un responsable de la secu- 
rite (delegue a la securite) ou a d’autres membres competents du personnel. 

La securite au laboratoire est egalement l’affaire de tous, qu’il s’agisse des chefs de 
service ou de leurs subordonnes, et chaque membre du personnel est responsable de 
sa securite et de celle de ses collegues. Chacun est tenu de travailler dans le respect des 
regies de securite et doit rendre compte a son superieur hierarchique de toute action 
ou situation qui y contreviendraient ainsi que de tout incident. 

11 est souhaitable de charger des consultants exterieurs ou des membres du per- 
sonnel de proceder a des audits periodiques sur les conditions de securite. 

Le delegue a la securite 

Dans la mesure du possible, on nommera un responsable de la securite biologique qui 
sera charge de veiller a ce que le reglement et les programmes de securite soient sys- 
tematiquement respectes partout dans le laboratoire. C’est le delegue a la securite qui 
remplit ces obligations au nom du directeur de l’etablissement ou du laboratoire. Dans 
les petites unites, le delegue a la securite peut etre un microbiologiste ou un membre 
du personnel technique, qui assure ces fonctions a temps partiel dans des conditions 
determinees. Quelle que soit la part d’activite consacree a la securite, la personne 
designee doit posseder les competences professionnelles requises pour proposer, 
examiner ou approuver les mesures a prendre dans le prolongement des operations 
de confinement ou de securite biologiques. Le delegue a la securite doit faire appli- 
quer la reglementation et les directives nationales et internationales en matiere de 
securite biologique et aider le laboratoire a etablir des methodes de travail norma- 
lises. II doit avoir une formation technique en microbiologie et en biochimie avec 
des connaissances de base en sciences physiques et en biologie. II est egalement tout 
a fait souhaitable que le delegue a la securite connaisse bien les pratiques et les regies 
de securite au laboratoire et dans le domaine clinique, notamment en ce qui concerne 
le confinement du materiel biologique et les principes techniques relatifs a la con- 
ception, au fonctionnement et a la maintenance des installations. II doit egalement 
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etre capable de communiquer efficacement avec le personnel administratif et tech- 
nique ainsi qu’avec le personnel de maintenance et de nettoyage. 

Les taches du delegue a la securite consisteront notamment a : 

1 . Proceder a des consultations sur la conformite aux regies de securite et de surete 
biologiques ainsi qu’aux imperatifs techniques. 

2. Organiser des audits de biosecurite internes periodiques, sur les techniques, les modes 
operatoires et les protocoles, les agents biologiques, le materiel et l’equipement. 

3. S’entretenir avec les personnes concernees des infractions aux consignes et proto- 
coles de securite biologique. 

4. Verifier aupres de tous les membres du personnel que ceux-ci ont reyu une for- 
mation appropriee en matiere de securite biologique. 

5. Assurer une formation continue en matiere de securite biologique. 

6. Enqueter apres tout incident du a la dissemination eventuelle de materiel, poten- 
tiellement infectieux ou toxique, rendre compte des resultats au directeur du la- 
boratoire et au comite de securite biologique en leur faisant des recommandations 
appropriees. 

7. Cooperer avec le service medical touchant la possibility d’infections contractees 
par le personnel du laboratoire dans l’exercice de ses activites. 

8. Veiller a ce que la decontamination soit correctement effectuee apres renversement 
accidentel de liquides ou autres incidents survenus avec du materiel infectieux. 

9. Veiller a la bonne gestion des dechets. 

10. Veiller a ce que tout appareil ou equipement soit convenablement decontamine 
avant une reparation ou un controle. 

11. Sensibiliser le personnel aux attitudes de la collectivite vis-a-vis des questions 
touchant la sante et l’environnement. 

12. Etablir la marche a suivre appropriee pour l’importation et l’exportation par le 
laboratoire de materiel biologique pathogene, en conformite avec la reglementa- 
tion nationale. 

13. Analyser, sous l’angle de la securite, tous les plans, protocoles et modes 
operatoires utilises dans les travaux de recherche. 

14. Etablir un systeme pour faire face aux situations d’urgence. 

Le comite de securite biologique 

II convient de constituer un comite de securite biologique dont le role sera de definir 
la politique de Tetablissement en matiere de securite biologique et d’elaborer un code 
de bonnes pratiques. Le comite doit egalement examiner les protocoles de recherche 
comportant la manipulation d’agents infectieux, Tutilisation d’animaux, la mise en 
oeuvre de techniques de recombinaison de l’ADN ou Tutilisation d’organismes gene- 
tiquement modifies. Le comite pourra egalement avoir pour fonctions d’evaluer les 
risques, d’elaborer un nouveau reglement en matiere de securite biologique et d’ar- 
bitrer les conflits sur les questions de securite. 
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La composition d’un comite de securite doit etre representative des diverses 
branches professionnelles de l’etablissement ainsi que de ses specialties scientifiques. 
La composition d’un comite de securite devrait, au minimum, etre la suivante : 

1 . Un ou plusieurs delegues a la securite 

2. Des scientifiques 

3. Du personnel medical 

4. Un ou plusieurs veterinaires (en cas d’experimentation animale) 

5. Des representants du personnel technique 

6. Des representants de la direction du laboratoire. 

Le comite de securite biologique doit egalement prendre conseil aupres des delegues 
a la securite des divers services et des specialistes de la securite (par ex. de la radio- 
protection, de l’hygiene et securite industrielles, de la lutte contre l’incendie, etc.) et 
il pourra a l’occasion faire appel a des specialistes exterieurs de differents domaines 
apparentes, aux autorites locales et aux organismes nationaux de reglementation. 
Lorsqu’un protocole particulierement sensible ou litigieux est en discussion, il peut 
egalement etre utile d’avoir l’avis de membres de la communaute. 
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Le bon fonctionnement d’un laboratoire et sa securite reposent dans une large mesure 
sur le personnel de maintenance et d’entretien et il est done essentiel qu’il receive la 
formation voulue aux questions de securite. 

Services de maintenance des appareils et des batiments 

Les ingenieurs et les ouvriers qualifies qui assurent la maintenance et la reparation des 
batiments, des installations et de l’appareillage doivent avoir une certaine connais- 
sance des activites du laboratoire ainsi que des regies et consignes de securite. 

L’essai des appareils apres revision, par exemple les controles d’efficacite des 
enceintes de securite biologique apres le remplacement des filtres pourra etre confie 
au delegue a la securite biologique ou effectue sous sa direction. 

Les etablissements et laboratoires qui ne disposent pas de leurs propres services 
techniques de maintenance doivent entretenir de bonnes relations avec les prestataires 
de services locaux et les familiariser avec leurs equipements et leurs activites. 

Les ingenieurs et le personnel de maintenance ne doivent pas penetrer dans des 
laboratoires de confinement - securite biologique niveaux 3 ou 4 sans une autorisa- 
tion delivree par le delegue a la securite ou le chef de laboratoire ou sans leur sur- 
veillance. 

Nettoyage 

Dans les laboratoires de confinement - securite biologique niveau 3 ou de confine- 
ment de haute securite - securite biologique niveau 4, le nettoyage doit etre fait par 
le personnel du laboratoire. Dans le cas contraire, l’equipe de nettoyage ne doit inter- 
venir dans ces laboratoires qu’avec l’autorisation du delegue a la securite biologique 
ou du chef de laboratoire ou sous leur surveillance. 
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Une formation continue en cours d’emploi est indispensable pour maintenir la sen- 
sibilisation aux questions de securite parmi le personnel de laboratoire et le person- 
nel de maintenance ou d’entretien. II appartient aux chefs de laboratoire, avec l’aide 
du delegue a la securite et d’autres personnes competentes, d’assurer la formation du 
personnel. L’efficacite de cette formation, comme d’ailleurs de toute formation en 
sante et securite au travail, depend d’un certain nombre de facteurs : engagement de 
la Direction, motivations des uns et des autres, bonne formation professionnelle ini- 
tiale, bonne communication interpersonnelle et en fin de compte, buts et objectifs de 
Tetablissement. Les points ci-dessous sont essentiels pour l’efficacite du programme 
de formation a la securite biologique. 

1 . Evaluer les besoins. II s’agit par la de definir les taches a accomplir, par ordre 
d’importance (eu egard a leur frequence, necessity et complexite) et detail des 
operations necessaires a leur realisation. 

2. Fixer les objectifs de la formation. C’est-a-dire les comportements observables 
que le personnel est suppose adopter dans son travail a Tissue de sa formation. 
Ces objectifs pourront etre fixes en tenant compte des conditions dans lesquelles 
le personnel effectue certaines activites ou adopte certaines attitudes et du niveau 
de competence exige. 

3. Preciser le contenu de la formation et les moyens pedagogiques utilises. On 

entend par contenu de la formation les connaissances ou competences que le per- 
sonnel doit acquerir pour atteindre les objectifs fixes en matiere de comportement. 
Ce sont les personnes qui connaissent le type de travail et ses exigences qui sont 
le mieux a meme de definir le contenu du programme de formation a la securite 
biologique. On peut egalement insister sur les resultats d’exercices consistant a 
resoudre divers problemes ou mettre au point un systeme d’apprentissage pour 
corriger les erreurs commises par le personnel dans l’utilisation d’une technique 
donnee. II n’est pas certain qu’il existe une methode pedagogique (conferences, 
enseignement televise, enseignement assiste par ordinateur, video interactive, etc.) 
qui soit meilleure que les autres. Les besoins particuliers du personnel en forma- 
tion, la composition du groupe, etc. jouent a cet egard un role tres important. 

4. Prendre en compte les aptitudes individuelles a I’apprentissage. Une formation 
bien pensee doit prendre en compte les caracteristiques et particularity des indi- 
vidus. Chaque individu ou groupe d’individus peut differer par ses aptitudes, son 
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bagage, sa culture, la langue dans laquelle il s’ exprime et son niveau de compe- 
tence avant formation. La methode utilisee pourra etre dictee par le jugement que 
les personnes en formation portent sur la maniere dont le programme peut 
ameliorer leur competence professionnelle et leur securite personnelle. Par 
exemple, certains individus ont une approche visuelle ou plutot pratique de l’ap- 
prentissage, alors que d’autres preferent travailler sur des documents ecrits. II faut 
egalement etre a l’ecoute de tout besoin particulier exprime par les personnes en 
formation; par exemple adapter les cours pour les malentendants. Outre la prise 
en compte de tous ces aspects, il est recommande a toute personne qui prepare un 
programme de formation a la securite de se familiariser avec les principes de la 
formation des adultes. 

5. Preciser les conditions de I’apprentissage. Aucun element de la formation, qu’il 
s’agisse d’un cours, d’une videocassette que l’on visionne ou de documents ecrits 
que l’on consulte, ne doit etre en contradiction ou sans rapport avec l’apprentis- 
sage de la technique ou de la question enseignee ou encore provoquer un blocage 
de cet apprentissage. Par exemple, si le but de la formation est d’ameliorer l’apti- 
tude a resoudre des problemes, la methode pedagogique doit privilegier la refle- 
xion et le raisonnement plutot que la memorisation pure et simple. La formation 
dispensee doit requerir des apprenants qu’ils se montrent productifs et reagissent 
de maniere appropriee (reponse positive, exacte ou credible). En outre, tout 
element de la formation qui fournit une occasion d’application pratique dans des 
conditions analogues a celles du poste de travail facilitera la mise en oeuvre en si- 
tuation reelle de la competence acquise par l’apprenant. 

6. Evaluer la formation. Elle a pour but de fournir des informations qui permet- 
tront de savoir si l’instruction dispensee a atteint son but. Cette evaluation se fait 
generalement de quatre manieres : 

— mesure de la reaction de l’apprenant a la formation dispensee 

— mesure du degre de restitution dont l’apprenant est capable ou de ses 
resultats 

— appreciation des changements de comportement dans le poste de travail 

— recherche et evaluation de resultats tangibles par rapport aux buts et objectifs 
de l’etablissement. 

Pour proceder a une evaluation exhaustive de la formation, il faut repondre a ces 
quatre points. Le mode d’ evaluation le moins efficace consiste a ne prendre en 
consideration que les reactions de l’apprenant a l’instruction dispensee car elles 
peuvent etre sans veritable rapport avec ce qui a ete effectivement appris. Il ne faut 
en aucun cas utiliser cette methode comme seule mesure de l’efficacite de la 
formation. 

7. Reviser la formation. Du fait de la multiplicity des criteres de mesure des resul- 
tats, il est rare qu’une evaluation conduise a la conclusion que le programme de 
formation est un succes ou un echec total. En general, les resultats de L evaluation 
indiquent que certaines parties du cours ont ete mieux comprises, retenues ou 
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appliquees que d’autres. Si, a la suite d’un programme de formation, on constate 
des hauts et des bas ou des lacunes dans les connaissances ou les competences 
souhaitees, c’est peut-etre le signe qu’il faut envisager de prolonger la formation, 
de changer de methodes pedagogiques ou de recruter des formateurs plus 
competents. 

L’OMS peut fournir divers outils pour la formation a la securite microbiologique. 
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22. Liste des controles de securite 


Cette liste est destinee a faciliter 1’evaluation du degre de securite et de surete micro- 

biologiques dans les laboratoires biomedicaux. 

Locaux 

1 . Les principes directeurs relatifs a la mise en service et a l’agrement du laboratoire 
ont-ils ete pris en compte pour la construction des installations ou les expertises 
ulterieures ? 

2. Les locaux sont-ils conformes a la reglementation nationale et locale en matiere 
de travaux publics, notamment en ce qui concerne la resistance aux catastrophes 
naturelles ? 

3. Les locaux sont-ils generalement en bon ordre et non encombres ? 

4. Sont-ils propres ? 

5. Y a t-il des defauts de structure au niveau des sols ? 

6. Les sols et les marches d’escaliers sont-ils reguliers et antiderapants ? 

7. Est-ce que l’espace est suffisant pour pouvoir travailler sans danger ? 

8. Est-ce que les degagements et les couloirs sont assez larges pour le passage du per- 
sonnel et des gros appareils ? 

9. Les paillasses et autres plans de travail, le mobilier et les installations sont-ils en 
bon etat ? 

10. La surface des paillasses et autres plans de travail est-elle resistante aux solvants et 
aux produits chimiques corrosifs ? 

11. Y a-t-il un lavabo dans chaque salle du laboratoire ? 

12. Est-ce que la construction et l’entretien des locaux permettent d’empecher 
l’entree et l’installation de rongeurs ou d’arthropodes ? 

13. Est-ce que toutes les conduites d’eau chaude ou de vapeur apparentes sont isolees 
ou protegees pour que le personnel ne se brule pas ? 

14. Le laboratoire dispose-t-il d’un groupe electrogene pour assurer le relais en cas de 
panne electrique ? 

15. L’acces aux locaux du laboratoire peut-il etre limite aux seules personnes 
autorisees ? 

16. A-t-on procede a une evaluation du risque pour s’assurer que le laboratoire 
dispose des installations et equipements voulus pour l’execution de ses taches ? 
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Entreposage 

1. Les systemes d’entreposage et de rangement (etageres, etc.) sont-ils corpus pour 
que le materiel entrepose ne puisse ni glisser, ni se renverser, ni tomber ? 

2. Les aires d’entreposage sont-elles encombrees de debris, d’objets inutiles et 
inutilisables sur lesquels on pourrait trebucher, qui pourraient prendre feu ou 
heberger de la vermine ? 

3. Les congelateurs et aires d’entreposage peuvent-ils etre fermes a clef ? 

Assainissement et locaux pour le personnel 

1 . Les locaux sont-ils propres, bien tenus et dans de bonnes conditions d’hygiene ? 

2. Dispose-t-on d’eau potable ? 

3. Y a-t-il des toilettes et les lavabos separes pour les hommes et les femmes et sont- 
ils satisfaisants et propres ? 

4. Y trouve-t-on de l’eau chaude et froide, du savon et des essuie-mains ? 

5. Les vestiaires sont-ils separes pour les hommes et pour les femmes ? 

6. Chaque membre du personnel peut-il laisser ses vetements de ville dans un endroit 
prevu a cet effet (armoires, par ex.) ? 

7. Une piece est-elle reservee au personnel pour le dejeuner, etc. ? 

8. Le niveau sonore est-il acceptable ? 

9. Le ramassage des poubelles contenant les dechets ordinaires est-il satisfaisant ? 

Chauffage et ventilation 

1 . La temperature du lieu de travail est-elle confortable ? 

2. Y a-t-il des stores aux fenetres situees en plein soleil ? 

3. La ventilation est-elle satisfaisante (air renouvele par ex. au moins six fois par 
heure) en particulier dans les pieces ou elle est mecanique ? 

4. Le systeme de ventilation est-il muni de fibres HEPA ? 

5. La ventilation mecanique perturbe-t-elle les flux laminaires a l’interieur et autour 
des enceintes de securite biologique et des hottes ou sorbonnes ? 

Eclairage 

1. L’eclairage general est-il satisfaisant (par ex. 300 a 400 lux) ? 

2. Un eclairage local est-il fourni au-dessus des paillasses ? 

3. Les pieces sont-elles partout bien eclairees ou subsiste-t-il des coins sombres dans 
les pieces et les couloirs ? 

4. Les tubes fluorescents sont-ils paralleles a la surface des paillasses et des plans de 
travail ? 

5. Les tubes fluorescents ont-ils un spectre equilibre ? 

Services 

1 . Chaque salle du laboratoire est-elle equipee avec suffisamment d’eviers, de robinets 
d’eau et de gaz et de prises de courant pour que l’on puisse travailler sans danger ? 
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2. A-t-on mis en place un programme convenable d’inspection et de maintenance 
pour les fusibles, les lampes et tubes, les cables, les canalisations, etc. ? 

3. Les pannes sont-elles reparees dans un delai raisonnable ? 

4. Existe-t-il un service technique interne charge de la maintenance avec des 
ingenieurs et des ouvriers competents ayant une certaine connaissance des travaux 
qui sont effectues dans le laboratoire ? 

5. L’acces de ce personnel technique de maintenance aux locaux du laboratoire 
est-il reglemente et enregistre ? 

6. S’il n’existe pas de service technique interne charge de la maintenance, a-t-on pris 
contact avec des ingenieurs et des constructeurs du lieu pour les familiariser avec 
rappareillage et les activites du laboratoire ? 

7. Le laboratoire dispose-t-il d’un service de nettoyage ? 

8. L’acces de l’equipe de nettoyage aux divers locaux du laboratoire est-il reglemente 
et enregistre ? 

9. Existe-t-il un service informatique et ce service est-il securise ? 

Surete biologique en laboratoire 

1 . A-t-on procede a une analyse qualitative des risques pouvant peser sur le 
laboratoire afin de determiner contre quels risques le laboratoire doit etre 
protege ? 

2. A-t-on defini les risques acceptables et les parametres pour la planification de la 
reponse aux incidents ? 

3. Lorsqu’il n’y a personne, le batiment est-il bien totalement ferme a clef ? 

4. Les portes et les fenetres sont-elles construites pour resister a une effraction ? 

5. Les pieces contenant des materiels dangereux et des appareils couteux sont-elles 
fermees a clef lorsqu’il n’y a personne ? 

6. L’acces a ces pieces, appareils et materiels est-il reglemente et enregistre ? 

Prevention des incendies et protection contre le feu 

1 . Y a-t-il un systeme d’alarme incendie ? 

2. Les portes coupe-feu sont-elles en bon etat ? 

3. Le laboratoire dispose-t-il de detecteurs d’incendie et ces detecteurs sont-ils en 
bon etat de marche et regulierement verifies ? 

4. Les postes d’alarme incendie sont-ils accessibles ? 

5. Les sorties sont-elles toutes indiquees par un panneau lumineux adequat ? 

6. L’acces aux sorties est-il indique lorsqu’il n’est pas directement visible ? 

7. Toutes les sorties sont-elles degagees et non dissimulees ou encombrees par des 
elements decoratifs, du mobilier ou des appareils et les portes sont-elles dever- 
rouillees lorsque le batiment est occupe ? 

8. L’acces aux sorties est-il prevu pour que Ton puisse fuir sans avoir a traverser une 
zone a haut risque ? 

9. Les sorties debouchent-elles toutes a l’exterieur ? 
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10. Les couloirs, engagements, passages, etc. sont-ils libres et degages pour permettre 
la circulation du personnel et du materiel de lutte anti-incendie ? 

11. Le materiel et les equipements de lutte anti-incendie sont-ils facilement identi- 
fiables par un code de couleur approprie ? 

12. Existe-t-il des extincteurs portatifs toujours pleins, en bon etat et a la place prevue ? 

13. Les salles du laboratoire ou existe un risque d’incendie sont-elles equipees 
d’extincteurs et de couvertures anti-feu utilisables en cas d’urgence ? 

14. Si des gaz ou des liquides inflammables sont utilises dans une piece, la ventilation 
mecanique est-elle suffisante pour eliminer les vapeurs avant qu’elles n’atteignent 
une concentration dangereuse ? 

15. A-t-on appris au personnel comment se comporter en cas d’incendie ? 

Stockage des liquides inflammables 

1. Est-ce que les reserves de liquides inflammables sont stockees dans un endroit 
separe du batiment principal ? 

2. Un panneau de risque incendie est-il visiblement appose a l’entree du local ? 

3. Le local est-il equipe d’un systeme de ventilation naturelle ou forcee distinct du 
batiment principal ? 

4. Les interrupteurs electriques sont-ils antideflagrants ou places a l’exterieur du 
batiment ? 

5. Le systeme d’eclairage du local est-il antideflagrant pour que les vapeurs ne 
risquent pas de s’enflammer au contact des etincelles ? 

6. Les liquides inflammables sont-ils conserves dans des recipients ventiles appro- 
pries, fabriques avec des materiaux incombustibles ? 

7. Le contenu des recipients est-il correctement indique sur l’etiquette ? 

8. Des extincteurs ou des couvertures anti-feu appropries sont-ils places a l’exterieur, 
mais a proximite de la reserve de liquides inflammables ? 

9. Des panneaux « Defense de fumer » sont-ils apposes bien visiblement a l’interieur 
et a l’exterieur de la reserve ? 

10. Est-ce que la quantite de produits inflammables conserves dans les salles du 
laboratoire est la plus faible possible ? 

11. Ces produits sont-ils conserves dans des armoires de securite anti-feu ? 

12. Ces armoires portent-elles des panneaux indiquant la presence de produits 
inflammables et un risque d’incendie ? 

13. Le personnel a-t-il appris a transporter et a utiliser correctement les liquides 
inflammables ? 

Gaz comprimes et liquefies 

1 . Chaque bouteille de gaz portable est-elle etiquetee correctement (code de couleur 
et contenu) ? 

2. Le bon etat des bouteilles de gaz et de leurs manodetendeurs est-il regulierement 
verifie ? 
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3. Les manodetendeurs sont-ils regulierement entretenus ? 

4. Quand une bouteille est utilisee, se sert-on d’un manodetendeur ? 

5. Quand les bouteilles ne sont pas utilisees ou sont transportees, sont-elles fermees 
par un bouchon protecteur ? 

6. Toutes les bouteilles de gaz comprimes sont-elles rangees de maniere a ne pas 
pouvoir tomber, notamment en cas de catastrophe naturelle ? 

7. Les bouteilles et les futs de gaz de petrole liquefie sont-ils places loin des sources 
de chaleur ? 

8. Le personnel a-t-il appris a utiliser et a transporter correctement les gaz corn- 
primes ou liquefies ? 

Risques electriques 

1. Toutes les installations neuves, remplacees, modifiees ou reparees sont-elles con- 
formes aux normes nationales en matiere de securite electrique et maintenues telles ? 

2. Le cablage interieur des batiments est-il relie a la terre ? 

3. Tous les circuits du laboratoire sont-ils munis de disjoncteurs et de disjoncteurs 
differentiels ? 

4. Les appareils electriques sont-ils tous agrees par un laboratoire d’essai ? 

5. Les cables d’ alimentation souples de tous les appareils sont-ils aussi courts que 
possible, en bon etat, sans usure, dommage ou raccord ? 

6. Chaque prise n’est-elle utilisee que pour un seul appareil (pas d’adaptateurs) ? 

Protection individuelle 

1. Tous les membres du personnel du laboratoire disposent-ils de vetements pro- 
tecteurs dont le modele et l’etoffe ou le materiau sont approuves, tels que blouses, 
sarraus, combinaisons, tabliers ou gants ? 

2. Le personnel qui travaille sur des produits chimiques dangereux ou sur des sub- 
stances radioactives ou cancerogenes dispose-t-il d’accessoires de protection sup- 
plementaires tels que tabliers et gants de caoutchouc pour la manipulation des 
produits chimiques et le traitement des liquides repandus ou gants resistants a la 
chaleur pour le dechargement des autoclaves et des fours ? 

3. Le personnel dispose-t-il de lunettes de securite, de lunettes a coques et d’ecrans 
faciaux (visieres) ? 

4. Existe-t-il des postes pour le rin^age des yeux ? 

5. Existe-t-il des douches d’urgence ? 

6. Les mesures de radioprotection sont-elles conformes aux normes nationales et 
internationales, et comportent-elles la fourniture de dosimetres individuels ? 

7. Le laboratoire dispose-t-il de masques respiratoires regulierement nettoyes, des- 
infectes, verifies et ranges de maniere hygienique dans un endroit propre ? 

8. Les masques respiratoires sont-ils dotes des cartouches filtrantes de modele appro- 
prie, notamment de fibres HEPA pour retenir les micro-organismes et de fibres 
speciaux pour les gaz ou les particules ? 
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9. Verifie-t-on si les masques respiratoires sont bien adaptes aux personnes qui 
doivent les porter ? 

Sante et securite du personnel 

1 . Existe-t-il un service de medecine du travail ? 

2. Y a-t-il des armoires a pharmacie ou trousses de premiers soins aux endroits 
adequats ? 

3. Y a-t-il des secouristes qualifies ? 

4. Ces secouristes sont-ils formes pour les premiers soins correspondant aux dangers 
propres au laboratoire : contact avec des produits chimiques corrosifs, ingestion 
accidentelle de toxiques ou de materiel biologique infectieux ? 

5. Le personnel qui ne travaille pas dans le laboratoire (nettoyage et administration) 
est-il informe des risques que represente le materiel biologique manipule ? 

6. Des affiches judicieusement placees indiquent-elles ou se trouvent les postes de 
premiers secours, les numeros de telephone des services d’urgence, etc. 

7. Les femmes en age de procreer sont-elles informees des consequences que peut 
avoir la manipulation de certains micro-organismes, substances cancerogenes, 
mutagenes ou teratogenes ? 

8. A-t-on dit aux femmes en age de procreer que si elles sont enceintes, ou pensent 
l’etre, elles doivent prevenir le membre responsable du service medical ou du per- 
sonnel scientifique, de facon que des mesures concernant leur travail puissent etre 
prises si necessaire ? 

9. Existe-t-il un programme de vaccination adapte au travail du laboratoire ? 

10. Peut-on pratiquer des tests cutanes ou existe-t-il un service de radiologie pour la 
surveillance medicale du personnel qui travaille sur des materiels contenant des 
bacilles tuberculeux ou d’autres materiels justifiant ce genre de controle ? 

11. Existe-t-il un registre bien tenu des accidents et des maladies ? 

12. Des panneaux de prevention des accidents et de mise en garde sont-ils utilises pour 
reduire les accidents du travail ? 

13. Le personnel est-il entraine a suivre les instructions appropriees pour la 
securite biologique ? 

14. Le personnel du laboratoire est-il invite a signaler les risques d’exposition ? 

Appareils et equipements de laboratoire 

1 . Tous les appareils sont-ils agrees sur le plan de la securite ? 

2. Existe-t-il des protocoles pour la decontamination du materiel avant la 
maintenance ? 

3. Les enceintes de securite biologique et les hottes ou sorbonnes sont-elles reguliere- 
ment verifiees et revisees ? 

4. Les autoclaves et autres appareils fonctionnant sous pression sont-ils reguliere- 
ment inspectes ? 
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5. Les rotors et les pots a centrifuger sont-ils regulierement inspectes ? 

6. Les Litres HEPA sont-ils regulierement changes ? 

7. Utilise-t-on des aiguilles hypodermiques au lieu de pipettes ? 

8. La verrerie felee ou ebrechee est-elle toujours jetee et non reutilisee ? 

9. Existe-t-il des conteneurs de securite pour le verre casse ? 

10. Utilise-t-on du plastique plutot que du verre lorsque c’est possible ? 

11. Existe-t-il des conteneurs speciaux pour les objets tranchants ou pointus et sont- 
ils effectivement utilises ? 

Materiel infectieux 

1 . Re^oit-on les echantillons dans de bonnes conditions de securite ? 

2. Tient-on un registre des arrivees de materiel biologique ? 

3. L’emballage des echantillons est-il ouvert avec soin et prudence, en prevision d’une 
casse ou d’une fuite possibles ? 

4. Porte-t-on des gants ou tout autre type de protection pour defaire l’emballage des 
echantillons ? 

5. Le personnel a-t-il ete forme pour expedier les substances infectieuses conforme- 
ment a la reglementation nationale ou internationale ? 

6. Les paillasses et plans de travail sont-ils propres et en ordre ? 

7. Le materiel infectieux jete est-il elimine tous les jours ou plus souvent, et confor- 
mement aux normes de securite ? 

8. Tous les membres du personnel sont-ils informes des methodes a utiliser pour le 
nettoyage apres casse ou renversement accidentel de recipients contenant des cul- 
tures ou du materiel biologique infectieux ? 

9. Le fonctionnement des sterilisateurs est-il verifie au moyen d’indicateurs 
chimiques, physiques ou biologiques ? 

10. Est-il prevu de decontaminer les centrifugeuses regulierement ? 

11. Dispose-t-on de pots etanches pour les centrifugeuses ? 

12. Utilise-t-on les bons disinfectants ? Sont-ils utilises correctement ? 

13. Y a-t-il une formation speciale pour le personnel qui travaille dans les laboratoires 
de conbnement - securite biologique niveau 3 et les laboratoires de confinement 
a haute securite - securite biologique niveau 4 ? 

Produits chimiques et matieres radioactives 

1. Les produits chimiques incompatibles sont-ils bien entreposes ou manipules 
separement les uns des autres ? 

2. Les produits chimiques sont-ils tous correctement etiquetes, avec nom et mise en 
garde ? 

3. Les panneaux de risque chimique sont-ils bien en evidence ? 

4. Existe-t-il des necessaires contenant le materiel voulu pour nettoyer les liquides 
repandus accidentellement ? 
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5. Le personnel connait-il la conduite a tenir en cas de renversement accidentel ? 

6. Les produits inflammables sont-ils entreposes correctement et en petite quantite 
dans des armoires agreees ? 

7. Dispose-t-on de portoirs pour les bouteilles ? 

8. Y a-t-il un responsable de la radioprotection ou un manuel que l’on puisse 
consulter ? 

9. Le personnel a-t-il suivi une formation pour le travail avec des matieres radioac- 
tives dans de bonnes conditions de securite ? 

10. Un registre des stocks et de l’utilisation des matieres radioactives existe-t-il et est- 
il tenu correctement ? 

11. Le laboratoire dispose-t-il d’ecrans de blindage pour la protection contre la 
radioactivite ? 

12. La surveillance dosimetrique du personnel est-elle assuree ? 
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ANNEXE 1 

Premiers secours 


Les premiers secours consistent dans l’application immediate, par des personnes 
qualifies, de principes medicaux reconnus sur le lieu d’un accident. C’est la methode 
admise pour traiter un accidente en attendant qu’il puisse etre pris en charge par un 
medecin en vue du traitement definitif de ses lesions. 

Le materiel minimum pour les premiers secours se compose d’une trousse de 
premiers soins, de vetements de protection et d’equipements de securite pour le 
secouriste ainsi que d’un dispositif d’irrigation oculaire. 

Trousse de premiers soins 

Cette trousse doit etre faite d’un materiau qui protege le contenu de la poussiere et 
de l’humidite. Elle doit etre placee bien en vue et etre facilement reconnaissable. Par 
convention internationale, elle est marquee d’une croix blanche sur fond vert. 

La trousse de premiers soins doit contenir : 

1 . Une fiche d’information donnant des conseils generaux 

2. Des pansements adhesifs steriles de diverses tailles en emballage individuel 

3. Des tampons oculaires avec leurs bandages de fixation 

4. Des bandages triangulaires 

5. Des compresses steriles pour couvrir les plaies 

6. Des epingles de nourrice 

7. Un assortiment de pansements steriles mais non impregnes 

8. Un manuel de premiers soins faisant autorite, publie par ex. par la Croix-Rouge. 

Equipement de protection pour le secouriste : 

1 . Une protection buccale pour le bouche a bouche 

2. Des gants et autres dispositifs de protection mecanique pour eviter une con- 
tamination par le sang 1 , et 

3. Un necessaire pour nettoyer le sang repandu (voir chapitre 14). 

II faut egalement un dispositif pour l’irrigation oculaire et le personnel doit avoir 
appris a s’en servir. 


1 Garner JS, Hospital Infection Control Practices Advisory Committee. Guideline for isolation precautions 
in hospitals. American Journal of Infection Control , 1996, 24:24-52 (http://www.cdc.gov/ncidod/hip/ 
isolat/ isolat.htm) . 
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ANNEXE 2 

Vaccination du personnel 


II faut s’entretenir en detail avec chaque chercheur des risques que comporte le travail 
sur tel ou tel agent infectieux. Avant de commencer a travailler sur ces agents, il con- 
vient de se renseigner sur la possibility de se procurer localement des vaccins et des 
medicaments (par ex. des antibiotiques), sur leur autorisation de mise sur le marche 
et sur leur utility. Certains membres du personnel peuvent etre deja immunises en 
raison d’une vaccination ou d’une maladie infectieuse anterieures. 

Si un vaccin ou une anatoxine appropries sont autorises a la vente sur le marche 
local et que l’on puisse se les procurer, il faut en proposer 1’ administration si une 
evaluation du risque et l’examen clinique de la personne en cause concluent a la 
possibility d’une exposition. 

Il faut egalement que l’etablissement dispose d’une installation ou les personnes 
victimes d’une contamination accidentelle puissent benefkier de la prise en charge 
clinique correspondant a leur cas. 
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ANNEXE 3 

Centres collaborateurs de I’OMS 
pour la securite biologique 


Pour obtenir des renseignements sur les cours, outils et materiels pedagogiques 

dans le domaine de la securite biologique, le lecteur peut s’adresser par ecrit aux 

organismes suivants : 

• Programme de securite biologique, Departement maladies transmissibles : sur- 
veillance et action, Organisation mondiale de la Sante, 20 Avenue Appia, 1211 
Geneve 27, Suisse (http://www.who.int/csr/). 

• WHO Collaborating Centre for Biological Safety, Swedish Institute for Infectious 
Disease Control, Nobels Vag 18, S-171 82 Solna, Suede 
(http://www.smittskyddsinstitutet.se/English/english.htm). 

• WHO Collaborating Centre on Biosafety Technology and Consultative Services, 
Bureau de la securite des laboratoires, Sante Canada, 100 Colonnade Road, 
Loc. : 6201A, Ottawa, Ontario, Canada K1A 0K9 
(http://www.hc-sc.gc.ca/pphb-dgspsp/ols-bsl). 

• WHO Collaborating Centre for Applied Biosafety Programmes and Training, 
Office of Health and Safety, Centers for Disease Control and Prevention, 1600 
Clifton Road, Mailstop F05, Atlanta, GA 30333, Etats-Unis d’Amerique 
(http://www.cdc.gov/). 

• WHO Collaborating Centre for Applied Biosafety Programmes and Research, 
Division of Occupational Health and Safety, Office of Research Services, National 
Institutes of Health, Department of Health and Human Services, 13/3K04 13 
South Drive, MSC 5760, Bethesda, MD 20892-5760, Etats-Unis d’Amerique 
(http://www.nih.gov/). 

• WHO Collaborating Centre for Biosafety, Victorian Infectious Diseases Reference 
Laboratory, 10 Wreckyn St, Nth Melbourne, Victoria 3051, Australie. Adresse 
postale : Locked Bag 815, PO Carlton Sth, Victoria 3053, Australie 
(http://www.vidrl.org.au/). 
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ANNEXE 4 

Securite d’emploi des appareils et 
instruments 


L’ utilisation de certains appareils et instruments peut comporter un risque micro- 
biologique. D’autres, au contraire, sont specialement coiupis pour prevenir ou reduire 
les risques biologiques (voir chapitre 11). 

Appareils et instruments dont I’utilisation peut comporter un risque 

Le tableau A4- 1 donne la liste des appareils, instruments et manipulations qui com- 
portent un risque et fournit des indications sur la maniere d’eliminer ou de reduire 
ce risque. 


Tableau A4-1. Appareils, instruments et manipulations comportant des risques 

APPAREILS ET INSTRUMENTS RISQUES ELIMINATION OU REDUCTION DU RISQUE 


Aiguilles hypodermiques Inoculation accidentelle, • Ne pas recapuchonner ni casser 
aerosols, renversements les aiguilles. 

• Utiliser des aiguilles avec 
systeme de blocage pour eviter la 
separation accidentelle de I’aiguille 
et de la seringue ou utiliser un 
systeme jetable dans lequel 
I’aiguille et la seringue sont 
indissociables. 

• Appliquer de bonnes techniques 
de laboratoire : 

— Remplir soigneusement la 
seringue pour reduire la 
formation de bulles et de 
mousse. 

— Eviter d’utiliser des seringues 
pour melanger des liquides 
infectieux; si on ne peut faire 
autrement, veiller a ce que 
I’extremite de I’aiguille soit 
sous la surface du liquide qui 
se trouve dans le recipient et 
eviter d’exercer trap de 
pression. 
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APPAREILS ET INSTRUMENTS RISQUES ELIMINATION OU REDUCTION DU RISQUE 


— Avant de retirer une aiguille 
plantee dans un bouchon de 
caoutchouc fermant un flacon, 
envelopper I’aiguille et le 
bouchon dans un tampon 
de coton imprigni d’un 
disinfectant approprie. 

— Rejeter I’exces de liquide et 
les bulles d’air en tenant la 
seringue verticalement, dans 
un tampon de coton impregne 
d’un disinfectant approprii ou 
dans un petit flacon contenant 
du coton. 

• Utiliser une enceinte de sicuriti 
biologique pour toutes les 
manipulations sur du matiriel 
biologique infectieux. 

• Placer les animaux dans un 
dispositif de contention pour les 
inoculer. Utiliser des aiguilles ou 
des canules mousses pour 
I’inoculation intranasale ou orale. 
Employer une enceinte de sicuriti 
biologique. 

• Apris usage, autoclaver et veiller 
a iliminer convenablement. Si on 
utilise un ensemble jetable 
aiguille-seringue, ne pas les 
disolidariser avant I’autoclavage. 

Utiliser des pots a centrifuger (de 
sicuriti) ou des rotors scellis. 
N’ouvrir les pots ou les rotors 
qu’apres les avoir laissi reposer 
pendant 30 min ou le faire dans 
une enceinte de sicuriti biologique. 

Monter un filtre HEPA entre la 
centrifugeuse et la pompe a vide. 
Tenir un registre d’utilisation 
pour chacun des rotors et mettre 
en oeuvre un programme de 
maintenance preventive pour 
riduire le risque de pannes 
micaniques. 

Remplir et vider les pots a 
centrifuger dans une enceinte de 
sicuriti biologique. 

Jarres anairobies Explosion, dispersion de • Virifier que le panier mitallique 

matiriel infectieux qui renferme le catalyseur est en 

bon itat. 


Centrifugeuses Airosols, projections et bris • 

de tubes 


Ultracentrifugeuses Airosols, projections et bris • 
de tubes 
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APPAREILS ET INSTRUMENTS 

RISQUES 

ELIMINATION OU REDUCTION DU RISQUE 

Dessiccateurs 

Implosion, dispersion de 
morceaux de verre et de 
materiel infectieux 

• A placer dans une cage metallique 
solide. 

Homogeneisateurs et 
broyeurs de tissus 

Aerosols, fuites et casse 

• Faire fonctionner et ouvrir dans 
une enceinte de securite 
biologique. 

• Utiliser des modeles 
specialement congus pour eviter 
les fuites au niveau des paliers 
des rotors et des joints 
circulaires ou utiliser un broyeur 
de type stomacher. 

• Attendre 30 min avant d’ouvrir le 
bol de I’homogeneiseur pour que 
I’aerosol ait le temps de se 
deposer. Refrigerer pour 
condenser I’aerosol. 

• Si I’on utilise un broyeur 
manuel, tenir le tube dans un 
tampon de materiau absorbant. 

Sonificateurs, 
nettoyeurs 
a ultrasons 

Aerosols, lesions de 
I’appareil auditif, dermite 

• Faire fonctionner et ouvrir 

I’appareil dans une enceinte de 
securite biologique. 

• Isoler I’appareil pour le proteger 
des ultrasons. 

• Porter des gants pour proteger les 
mains contre les effets chimiques 
des detergents. 

Melangeurs de cultures, 
agitateurs 

Aerosols, projections et 
renversement de liquides 

• Operer dans une enceinte de 
securite biologique ou une 
enceinte de confinement primaire 
specialement congue. 

• Utiliser des flacons a culture 
solides munis d’un bouchon a vis 
et dont I’ouverture comporte un 
filtre solidement fixe, si 
necessaire. 

Lyophilisateurs 

Aerosols et contamination 
par contact direct 

• Utiliser des raccords circulaires 
permettant de maintenir 

I’appareil hermetiquement ferme. 

• Utiliser des filtres a air pour 
proteger le circuit de vide. 

• Utiliser une methode satisfaisante 
pour la decontamination; par voie 
chimique par exemple. 

• Prevoir un piege a humidite 
entierement metallique et un 
condenseur de vapeur. 
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MANUEL DE SECURITE BIOLOGIQUE EN LABORATOIRE 


APPAREILS ET INSTRUMENTS RISQUES ELIMINATION OU REDUCTION DU RISQUE 


• Verifier avec soin que les flacons 
de verre ne sont pas 
endommages. N’employer que 
des flacons congus specialement 
pour utilisation sous vide. 


Bains-marie 

Proliferation de • Nettoyer et desinfecter 

micro-organismes. L’azoture regulierement. 

de sodium forme des • Ne pas utiliser d’azoture de 

composes explosifs avec sodium pour eviter la proliferation 

certains metaux. des germes. 

Outre les risques microbiologiques, il faut egalement prevoir et eviter ceux que com- 
portent les appareils et equipements utilises. Le tableau A4-2 ci-dessous enumere 
quelques causes courantes d’accidents. 

Tableau A4-2. Causes courantes d’accidents avec des appareils ou equipements 

ACCIDENT 

CAUSE DE LACCIDENT 

REDUCTION OU ELIMINATION DU 
RISQUE 

Defaut de conception ou de construction 

Feu d’origine electrique Pas d’interrupteur de 

dans un incubateur surcharge 

• Respect des normes 
nationales. 

Electrocution 

Pas de mise a la terre 


Utilisation incorrecte 

Accident de centrifugeuse 

Defaut d’equilibrage des 
pots a centrifuger sur les 
rotors a oscillation libre 

• Former et encadrer le 
personnel. 

Explosion d’un incubateur 
anaerobie 


• Former et encadrer le 
personnel. 

Equipement mal adapte 

Explosion dans une fiole a Mauvaises conditions de 

vide a usage domestique transport de I’azote liquide 

• Utiliser du materiel 
specialement congu. 

Explosion dans un 
refrigerateur a usage 
domestique 

Produit chimique dangereux 
non place dans un 
conteneur anti-etincelles et 
antideflagrant, par exemple 
de I’ether ethylique dans un 
flacon dont le bouchon fuit 

• Ne ranger les solvants et 
les extraits a bas point 
d’eclair que dans des 
refrigerateurs ou des 
enceintes anti-etincelles 
et antideflagrants. 

Maintenance defecteuse 

Feu dans un photometre a 
flamme 

Mauvais remontage des 
pieces du photometre 
pendant la maintenance 

• Former et encadrer le 
personnel. 
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ANNEXE 5 

Produits chimiques : dangers et 
precautions a prendre 


On trouvera dans cette annexe les donnees de sante et de securite a connaitre au sujet 
d’un certain nombre de produits chimiques couramment utilises dans les laboratoires 
d’analyses biologiques et de recherche, accompagnees de quelques donnees generales 
et des precautions a observer. 
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MANUEL DE SECURITE BIOLOGIQUE EN LABORATOIRE 


"53 

c: 

£ 

ea. 

oo 

c: 

.CD 

■•2 

=3 

CO 

'03 


OD 

2 

03 

C 3 > 

*§ 

Co 

03 

53 

C3- 


•c: 

co 

C 3 


LO 

=3 

CD 

5 

l 5 ^ 


— oo 

£3 U-J 

11 
o ^ 

— o 


E& 

Q_ CO 
O >- 


"O "O o 
_ d 

C/D 


C/D 

CD 


„ o 


OD OD 03 


d Q. O Q- 


E o _ 

O -Q 
o 03 O 3 OS 
O. 1_ 03 C/D n3 


03 


o ■— 
.E o 


Q_ C .E -05 


So :: ® 

| 8 |§ 

T3 -g -CD 

O =5 03 E 

CD ^3 C i_ 

> i= ns cd 
03 O "O -£= 


'OS 

CO oo 
'CD +3 
CO '=: 

11 
-E Q_ 

S 0:5 

"a - 
co 

'CD 

E ° 

CD 'CD 


C_D T3 cd — 

03 'CD r— O 
_E OC 'CD ’> 


CD 

'CD 

C/D C/D 
CD i= 
33 -Q 
O" 03 


S' 

O 


■— ,<D ■— 


— - T3 o 


CD 


C/D CO d "O 


TD CX 
CD O 

T3 O O 


CO CO 03 , 

g . " 7=5 ; 

E -5 ® ' 

^ -o -S 2 ^ ^ B -fe “ 

550=:— EdCOO^CD 

-s-±3;OO<DCD03^C 

caDwn>-aod 3 


03 03 o <d 


o .!= o 
co o o 

S 3 

33 CO" I 


<CD 


03 CD 
O — 


d T3 CD T3 = T3 \T 


S 3 ^ W , 0 
03 CD 4=3 

-ts br co 


.b: <CD 

O ,-ti 
"c 3 ^ 


co o 
cd n 


X CD ■— 
=3 J- CD 
CD Co — 


a 33 o 


■a o 

-t— > o 

aS ■§ c\i 

cd i y 

d E CD c 
05 S 'Si o 
§■ -5 « ■= 


.E c_ Q. L 


O ?- 
CL -O CM 


164 


Acetate de thallium Cristaux blancs Extremementtoxique Tenir les recipients 

TIC 2 H 3 O 2 deliquescents; en cas d’ingestion avec bien fermes; 

point de fusion risque d’effets manipuler le solide 

1 1 0°C, tres cumulatifs. Atteinte du sous une sorbonne 

soluble dans systeme nerveux ou une hotte avec 
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respiratoire; porter Incompatible avec 

une protection les melanges 

oculaire. d’acide sulfurique 

et d’acide nitrique 
concentres. 
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PHYSIQUES CHIMIQUES 
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Acide nitrique Liquide fumant Corrosif; cause de Oxydant; risque Ne pas inhaler les Acide acetique, Les reactions 

(50-70 %) incolore a jaune graves brulures d'incendie en cas vapeurs; porter une acide chromique, que I'acide 

HN0 3 pale; point de oculaires et cutanees. de contact avec protection acide nitrique 

fusion -42°C, L’inhalation des des matieres respiratoire. En cas cyanhydrique, concentre est 

point vapeurs peut combustibles; de contact avec les aniline, carbone, susceptible 
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avec respiratoires et les irritants, 

decomposition, yeux. Les solutions 

sont irritantes pour les 
yeux et peuvent causer 
des brulures cutanees. 


PRODUIT CHIMIQUE PROPRIETES RISQUES POUR LA SANTE RISQUE D’INCENDIE PRECAUTIONS A PRENDRE INCOMPATIBILITY AUTRES RISQUES 

PHYSIQUES CHI MIQUES 


MANUEL DE SECURITE BIOLOGIQUE EN LABORATOIRE 
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ANNEXE 5. PRODUITS CHIMIQUES : DANGERS ET PRECAUTIONS A PRENDRE 
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PRODUIT CHIMIQUE PROPRIETY RISQUES POUR LA SANTE RISQUE D’INCENDIE PRECAUTIONS A PREMDRE INCOMPATIBILITY AUTRES RISQUES 

PHYSIQUES CHIMIQUES 


MANUEL DE SECURITE BIOLOGIQUE EN LABORATOIRE 
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ANNEXE 5. PRODUITS CHIMIQUES : DANGERS ET PRECAUTIONS A PRENDRE 
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PRODUIT CHIMIQUE PROPRIETES RISQUES POUR LA SANTE RISQUE D’INCENDIE PRECAUTIONS A PREMDRE I NCOMPATIB I LUES AUTRES RISQUES 

PHYSIQUES CHIMIQUES 


MANUEL DE SECURITE BIOLOGIQUE EN LABORATOIRE 
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2,7-10,3 %. nombreux autres 

composes. 

Attaque de 
nombreux metaux 
en presence d’eau. 


Aniline Liquide huileux Cyanose Combustible; Conserver dans des Oxydants 

C 6 H 5 NH 2 incolore a brun methemoglobinemique. point d’eclair recipients energiques et 

dote d’une Irritant pour les yeux 70°C, limites hermetiquement acides forts, 

odeur aminee et la peau. Peut d’explosibilite fermes, separement 

aromatique; traverser la barriere 1,2-11% des oxydants. Eviter 
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d’ebullition peau en cas et de la poussiere 

221 2°C. d’exposition prolongee d’argent. 

ou repetee (argyrie). 


PRODUIT CHIMIQUE PROPRIETY RISQUES POUR LA SANTE RISQUE D’INCENDIE PRECAUTIONS A PRENDRE INCOMPATIBILITY AUTRES RISQUES 

PHYSIQUES CHIMIQUES 


MANUEL DE SECURITE BIOLOGIQUE EN LABORATOIRE 
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Benzene Liquide volatil L’inhalation des Tres inflammable, Conserver les Peut reagir 

C 6 H 6 incolore vapeurs entraine des point d’eclair recipients dans un violemment avec 

degageant une effets neurologiques — 11°C, limites endroit bien ventile et les oxydants 

odeur centraux se traduisant d'inflammabilite a distance de toute comme d'acide 

aromatique par des vertiges et des 1,3-8%. source d'ignition. chromique, le 
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I’eau mais tres 
soluble dans 
les acides et les 
solvants 
organiques. 


PRODUIT CHIMIQUE PROPRIETES RISQUES POUR LA SANTE RISQUE D INCENDIE PRECAUTIONS A PRENDRE INCOMPATIBILITES AUTRES RISQUES 

PHYSIQUES CHIMIQUES 


MANUEL DE SECURITE BIOLOGIQUE EN LABORATOIRE 
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PRODUIT CHIMIQUE PROPRIETY RISQUES POUR LA SANTE RISQUE D’INCENDIE PRECAUTIONS A PREMDRE INCOMPATIBILITY AUTRES RISQUES 

PHYSIQUES CHIMIQUES 


MANUEL DE SECURITE BIOLOGIQUE EN LABORATOIRE 
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ANNEXE 5. PRODUITS CHIMIQUES : DANGERS ET PRECAUTIONS A PRENDRE 
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PRODUIT CHIMIQUE PROPRIETES RISQUES POUR LA SANTE RISQUE D’INCENDIE PRECAUTIONS A PREMDRE I NCOMPATIB I LUES AUTRES RISQUES 

PHYSIQUES CHI MIQUES 


MANUEL DE SECURITE BIOLOGIQUE EN LABORATOIRE 
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Cuivre Solide L’inhalation de vapeurs Combustible. Travailler avec un Des composes 

Cu rougeatre, de cuivre peut causer dispositif local sensibles aux 

inodore, brillant la fievre des fondeurs. d’evacuation ou une chocs se torment 

et malleable; protection avec les derives 


ANNEXE 5. PRODUITS CHIMIQUES : DANGERS ET PRECAUTIONS A PRENDRE 


'(D (D O >, 


^ >> 03 
'CD X 


>< T3 

9 >* 




03 ^ CD CD 


CD o 

CD O -Q 


03 

TD 

O 


TD 

- C/3 
CD CD 


O CD 


S a Q. 


CD 


cd —5 id -o O = O 

-a ® o r ^ CO 5 N 

=5 CD Q_ ^ OO “ CO 

o ,^= X 03 O O 1® LO 

Q- > CD 1_ 0.1— -OCSJ 


183 


PRODUIT CHIMIQUE PROPRIETES RISQUES POUR LA SANTE RISQUE D'INCENDIE PRECAUTIONS A PRENDRE I NCOM PATI BILITES AUTRES RISQUES 

PHYSIQUES CHIMIQUES 


MANUEL DE SECURITE BIOLOGIQUE EN LABORATOIRE 
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necessaire 
pour le 
traitement 
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PRODUIT CHIMIQUE PROPRIETIES RISQUES POUR LA SANTE RISQUE D’INCENDIE PRECAUTIONS A PRENDRE INCOMPATIBILITY AUTRES RISQUES 

PHYSIQUES CHIMIQUES 


MANUEL DE SECURITE BIOLOGIQUE EN LABORATOIRE 
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(solide; translucide a dans les locaux protecteurs isolants. bases fortes. 

« carboglace ») -79°C; se confines ou mal N’entreposer que 

C0 2 sublime a la ventiles; le contact dans une piece 

temperature avec la carboglace ventilee ou dans un 

ambiante. provoque des gelures. recipient ouvert. 


Dioxyde de chlore Gaz jaune a Fortement irritant pour Non combustible, Travailler en vase Oxydant 

CI0 2 rouge ou les yeux, la peau et les mais facilite la clos sous ventilation, energique; reagit 

liquide rouge voies respiratoires. combustion Porter des gants et violemment avec 

brun; point de L’inhalation du gaz d’autres des vetements les combustibles 

fusion -59°C, peut provoquer un substances, peut protecteurs, des et les reducteurs, 
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PRODUIT CHIMIQUE PROPRIETES RISQUES POUR LA SANTE RISQUE D’INCENDIE PRECAUTIONS A PREMDRE I NCOMPATIB I LITES AUTRES RISQUES 

PHYSIQUES CHI MIQUES 


MANUEL DE SECURITE BIOLOGIQUE EN LABORATOIRE 
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Ether ethylique Liquide incolore Irritant pour les yeux Extremement Entreposer les L’exposition a I’air 

Diethylether et tres volatil a et les voies inflammable; point recipients dans un et a la lumiere 

C 2 H 6 OC 2 H 5 I’odeur sucree respiratoires. Son d’eclair endroit bien ventile; peut conduire a la 

caracteristique; action sur le systeme -45°C, limites tenir a distance de formation de 

point de fusion nerveux central peut d’inflammabilite toute source peroxydes 
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PRODUIT CHIMIQUE PROPRIETY RISQUES POUR LA SANTE RISQUE D’INCENDIE PRECAUTIONS A PRENDRE INCOMPATIBILITY AUTRES RISQUES 

PHYSIQUES CHIMIQUES 


MANUEL DE SECURITE BIOLOGIQUE EN LABORATOIRE 
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risques que 
les solutions 
concentrees. 
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PRODUIT CHIMIQUE PROPRIETY RISQUES POUR LA SANTE RISQUE D’INCENDIE PRECAUTIONS A PRENDRE INCOMPATIBILITY AUTRES RISQUES 

PHYSIQUES CHIMIQUES 


MANUEL DE SECURITE BIOLOGIQUE EN LABORATOIRE 
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PRODUIT CHIMIQUE PROPRIETES RISQUES POUR LA SANTE RISQUE D’INCENDIE PRECAUTIONS A PRENDRE I NCOMPATIB I LUES AUTRES RISQUES 

PHYSIQUES CHI MIQUES 
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Mercure Liquide argente Peut traverser la Non combustible. Tenir les recipients Acetylene, acide Ranger les 

Hg tres dense; barriere cutanee. Line Degagement de bien fermes. fulminique. Reagit recipients et 

point de fusion exposition repetee peut vapeurs irritantes Travailler sous une avec I’ammoniac, travailler au- 

-39°C, point avoir des effets nocifs ou toxiques en sorbonne ou dans un les azotures et dessus de 

d’ebullition sur les reins et le cas d’incendie. endroit bien ventile. I’oxyde d’ethylene plateaux a 
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PRODUIT CHIMIQUE PROPRIETIES RISQUES POUR LA SANTE RISQUE D’INCENDIE PRECAUTIONS A PRENDRE I NCOMPATIB I LUES AUTRES RISQUES 

PHYSIQUES CHI MIQUES 
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PRODUIT CHIMIQUE PROPRIETY RISQUES POUR LA SANTE RISQUE D’INCENDIE PRECAUTIONS A PREMDRE INCOMPATIBILITY AUTRES RISQUES 

PHYSIQUES CHIMIQUES 


MANUEL DE SECURITE BIOLOGIQUE EN LABORATOIRE 
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PRODUIT CHIMIQUE PROPRIETES RISQUES POUR LA SANTE RISQUE D INCENDIE PRECAUTIONS A PRENDRE INCOMPATIBILITY AUTRES RISQUES 

PHYSIQUES CHIMIQUES 


MANUEL DE SECURITE BIOLOGIQUE EN LABORATOIRE 
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Phenol Cristaux Le solide et ses Point d’eclair Eviter d’inhaler les Reagit avec les 

C 6 H 5 OH incolores ou vapeurs sont corrosifs 80°C, limites vapeurs; utiliser une oxydants avec 

rose pale pour les yeux, la peau d’inflammabilite protection risque d’incendie 

degageant une et les voies 1,7-6%. respiratoire. Eviter et d’explosion. 

odeur respiratoires; ils tout contact avec la 
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et d’alcool denature 
(30 %), puis rincer 
abondamment a 
I’eau. 
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PHYSIQUES CHIMIQUES 


MANUEL DE SECURITE BIOLOGIQUE EN LABORATOIRE 
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Pyridine Liquide incolore Agit sur le systeme Tres inflammable; Travailler sous Reagit violemment 

C 5 H 5 N dote d’une nerveux central en point d’eclair ventilation, avec un avec les oxydants 

odeur provoquant des 20°C; limites dispositif local energiques et les 

caracteristique; cephalees, des d’explosibilite d’evacuation des acides forts, 

point de fusion etourdissements, des 1,8-12,4%. vapeurs ou porter 
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PRODUIT CHIMIQUE PROPRIETY RISQUES POUR LA SANTE RISQUE D’INCENDIE PRECAUTIONS A PRENDRE INCOMPATIBILITY AUTRES RISQUES 

PHYSIQUES CHIMIQUES 


MANUEL DE SECURITE BIOLOGIQUE EN LABORATOIRE 
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ANNEXE 5. PRODUITS CHIMIQUES : DANGERS ET PRECAUTIONS A PRENDRE 


S= a 3 '= 
= — a> cd 
C/D -Q O O 
03 03 'CD 


"O C/D Q- Q- 


CT 

03 

^ § <C 

C/D O" 


= .E'c 

-g P CD 

"0 


CD 

£ -53 SJ 


C/D 


CD 

>< d CD O CD 
O 'CD 03 0 X3 


X 

o = £ 

C= 

n-» '03 _c^ 

E Q. 


55 o 3 i 
O 03 — < 

§■-£ £ £ = 
"O X3 X3 Q. O 


O 

C 3 


cr 03 

CD — 

E -O 

03 
CD 


GO 


CO o co 

<03 7 

i_ 05 .1^ X I 

^ E ® °°- 

lu .E := -o ^r 


03 03 


03 


CD 


C/D X3 C/D C^ 


Q. _03 ^ oo 

f s i| 

■S P V 

tt= ■: 


'03 X3 'O 03 


e 

CL d 


_0 =3 o 


03 r~, 

-a _?3 

o 

CD 


W -o 0 -i 


C/D m— 
03 

TD X3 


i P 


2 03 

■g C '55 g cn ^ 

I & I i g 

o 15 g £§ <3 ® 

03 ; E C/D 

■q C 0 “ 

03 ^—1 ^ ‘ctf OO" "d 

g| H 

| 111 B- 

i 5 Q. CT 3 03 


- 8 
° =b 


7d ° ^ O 

.E LTD o 
O CO P CD 
O- I X3 I 


CD 

,§ '03 
03 13 
O 

t 3 

-d CD 

^ ,S 

CD O) 


CO 


I 


X3 03 
i— "o 
CD CD 

o e 

CL. CL 


1 -a ~ * 
S> -g | §, 

•— C t “ 
- O - “ 
03 ■— 

e o 

CD CT 3 ;Q 3 = 


X | = g 
d 03 O - 
03 O c/D 
■+ 3 * CT C/D 

C/D C/D < — 

'i— '03 '03 o 3 
O T3 I 73 


■O =5 
O 03 


03 ‘03 
d +- 
1 — 


o 


'CD 


o o 


CD O 
O 


-o -E ^ X3 O O .O- 

d CD Q- 5? 

03 O d = > 03 o 

CO CD C/D O 03 > -E 


C/D O) Q_ 

*= p . — X .tl 

C£D ±= CD - 1 =! d d 

I 1.0 I 

Sb Oir E ^ 


O) 03 


C/D 


CD 


a5 t: 

■o O 

d 

O =3 ■ 
‘■O c~i 
03 


—03 


C/D . _ 03 


O 

03 


! CO 
: O 
: Q. 

i .22 

■ XJ X3 


C/D 


03 03 C_D CD C/D 


C73 03 O <03 
■ E O) td > 


X3 OX3 Q- CT d 


£J B 03 

3d E X3 


X 3 CD 

E b E 


o ^ 03 C 3 O' 


03 O 03 

u ~zr 

CD fy. E CO 

= % Q. ® 

Cj o C s— 

■23 c o 5 


CO t 
03 CD 


CL O - 

d Q- 
03 ±± 


_o 

O 


— O- c -E 

d TD O l_ 


O 

C/D 


CD 

X 3 


a | 

O = B 

LO 

co" 


! .E CO -Q 
i o cm 

I dL I X3 


o O 


205 


PRODUIT CHIMIQUE PROPRIETY RISQUES POUR LA SANTE RISQUE D’INCENDIE PRECAUTIONS A PRENDRE INCOMPATIBILITY AUTRES RISQUES 

PHYSIQUES CHIMIQUES 


MANUEL DE SECURITE BIOLOGIQUE EN LABORATOIRE 
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I’hydroxyde de 
calcium peut 
provoquer des 
explosions. 


Tetroxyde d’osmium Cristaux jaune Tres toxique en cas Oxydant Tenir les recipients 

0s0 4 pale degageant d’inhalation, energique. Non bien fermes, dans un 

une odeur d’ingestion ou de combustible, mais local bien ventile. 

penetrante; contact cutane, avec facilite la Manipuler le solide et 

point de fusion forte irritation, voire combustion les solutions sous 
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I’eau. cancerogene pour 

I’homme. 


PRODUIT CHIMIQUE PROPRIETY RISQUES POUR LA SANTE RISQUE D’INCENDIE PRECAUTIONS A PREMDRE INCOMPATIBILITY AUTRES RISQUES 

PHYSIQUES CHIMIQUES 


MANUEL DE SECURITE BIOLOGIQUE EN LABORATOIRE 
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Trichorethylene Liquide incolore Irritant pour les yeux Combustible dans Travailler sous En cas de contact 

CHCICCI 2 a odeur et la peau; une certaines ventilation ou avec avec des surfaces 

caracteristique; exposition prolongee conditions. un dispositif local chaudes ou une 

point de fusion peut provoquer une d’evacuation. Porter flamme, se 

-73°C, point dermite et des troubles des gants, des decompose en 
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d’humidite, avec 
formation d’acide 
chlorhydrique. 
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Index 


acariens 37 
acces 

animaleries 32, 33, 34, 35 
laboratoire 11,23,29-30 
accidents 11 

appareils/equipements 162 
voir aussi premiers secours, blessures, 
renversement 
acetaldehyde 164 
acetate de thallium 165 
acetone 165 
acetonitrile 166 
acetylene 167 
acide 

acetique 167 
chromique 168 
nitrique 169 
oxalique 169 
perchlorique 122, 170 
phosphorique 170 
picrique 122, 171 
sulfurique 172 
acroleine 173 
aerosols 

activites generant des 57 
enceinte de securite biologique 16, 57 
equipement de securite 68 
potentiellement dangereux 89 
risques dus au pipettage 70 
agitateurs secoueurs 71, 82 
agrement 

enceintes de securite biologique 66 
laboratoires/installation 41-42 
aiguilles hypodermiques 11, 84, 160 
elimination 19-21 

pour injection, eviter Finoculation 80 
alarmes 23, 67 


alcools 98-99 
alimentation 

electrique 15, 31 
en eau 15, 24 
aliments, 11 
allergie au latex 74 
amenagement du laboratoire 

classification par groupe de risque 1 
securite biologique niveaux 1 et 2 : 

13-15 

securite biologique niveau 3 : 23-24, 25 
securite biologique niveau 4 : 29, 31 
ammoniac et solutions 174 
ampoules contenant du materiel infectieux 
ouverture 83 
stockage 83 
anhydride acetique 174 
aniline 175 
animaleries 11,32-37 
invertebres 36-37 
niveau de confinement 32 
securite biologique niveau 1 : 33 
securite biologique niveau 2 : 33-34 
securite biologique niveau 3 : 34-35 
securite biologique niveau 4 : 35-36 
animaux 

elimination des carcasses 34 
ne servant pas aux experiences 1 1, 33 
transgeniques et « knock out » 115 
anses de transfert 

a usage unique 17, 69, 71 
micro-incinerateurs 69, 72 
utilisation sans risque 78 
antimicrobiens 92 
antiseptiques 92, 97-98, 99 
appareils respiratoires (equipement de 
protection) 23, 73-74 
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argent 175 
arthropodes 

animaleries 37 
lutte contre les 12, 34 
Association du Transport aerien 

international (IATA) 106 
audit 41, 42 
auramine 176 
autoclavage 19, 102-104 
autoclaves 70, 102-104 
a deux portes 31 
a extraction d’air 102 
animaleries 34-36 
a source de chauffage exterieure 102 
a vapeur directe 102 
chargement 103 
conformite 17 
disponibilite 15, 17, 24, 31 
precautions d’ utilisation 103-104 
azoture 122, 176 
azoture de sodium 176 

bains-marie 162 
bee Bunsen 78, 79 
benzene 177 
benzidine 177 
bicarbonate 123 
d’ammonium 100 
biocide 92 

l,l-Biphenyl-4,4'-diamine 177 
biselenite de sodium 191 
blessures 

conduite a tenir en cas d’urgence 89 
personnel de l’animalerie 34 
prevention 80 

blouses de laboratoire 72, 73 
boissons 11, 15, 34, 80 
bonnes techniques microbiologiques 9-12, 
77-87 
brome 178 

bromure de cyanogene 179 
broyeurs de tissus 82 , 161 
bruit 126-127 

cages 34, 35-36 
animaux 34, 35 
insectes volants 37 


carbonate de sodium 123 
4,4'-carbonoimidoylbis N,N- 

dimethylbenzamine 176 
carte de surveillance medicale 25-26, 27 
catastrophes, naturelles 88, 90-91 
centres collaborateurs de TOMS pour la 
securite biologique 158 
centrifugeuses 81 , 160 

appareils, confinement 24-25 
bris des tubes 90, 160 
utilisation incorrecte 162 
chaleur 

disinfection et sterilisation 101-104 
humide 102 
seche 101 

chaussures 11,22,28,73 
chef du laboratoire 12, 133 

programme de formation 18, 137-139 
chloramines 94, 96 
chlore 94 - 95 , 180 
chloro forme 181 
chlorure d’hydrogene 182 
circulation de Fair 
alarmes 23, 67 
animalerie 34, 35, 36 
enceintes de securite biologique 59-60, 
61 

securite biologique niveau 3 : 23 
securite biologique niveau 4 : 30 
code de bonnes pratiques 

securite biologique niveaux 1 et 2 : 9-12 
securite biologique niveau 3 : 22-23 
securite biologique niveau 4 : 28 
combinaisons de laboratoire 72, 73 
comite de securite biologique 134-135 
composes chlores 94-95 
composes d’ammonium quaternaire 98 
conception, laboratoire 

principes directeurs 38-39 
securite biologique niveaux 1 et 2 : 

12-15 

securite biologique niveau 3 : 23-24, 25 
securite biologique niveau 4 : 29-31 
conduite d’ aspiration (circuit de vide) 24, 
70 

confinement primaire 29 
conformite, equipements 17 
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congelateurs 82-83 
consignes pour nettoyer des produits 
repandus 107-109 

consommation d’aliments 11, 15, 34, 80 
conteneurs 

echantillons 77, 84, 107 
materiels contamines 20-21 
objets tranchants 20, 70 
recipients 

cassis 89-90 
etanches 69 

controles, securite du laboratoire 41-42 
formulaires 43-48 
cosmetiques 11 
coupures 89 
cuivre 183 

cyanure de sodium 184 
cytochalasine 185 

dichets 19-21 

animaleries 34, 36 
contamines par des prions 86 
decontamination 19, 24 
invertebres 36-37 
radioactifs 130 

securite biologique niveau 4 : 31 
traitement/elimination 19-21, 24, 105 
decontamination 
dechets 19-20, 24 
definition 92 
des mains 101 
effluents/liquides 12, 31 
enceintes de securite biologique 67, 
100-101 

environnement local 100 
liquides biologiques 85 
materiels contamines par des prions 
85-87 

voir aussi nettoyage, disinfection 
delegue a la securite biologique 18, 90, 
133-134 

derives phenoliques 97-98 
disinfectants 93, 94-100 
disinfection 92-105 
autoclavage 102-104 
chimique 93-100 
dichets 20-21 


difinition 93 

enceintes de sicuriti biologique 66-67 
nettoyage prialable 93 
produits ripandus 107-109 
voir aussi dicontamination, stirilisation 
dessiccateurs 161 

dichloroisocyanurate de sodium (NaDCC) 
94, 95-96 
diithylither 189 

3.3- dimithyl-(l,r-biphinyl)-4,4 , -diamine 

207 

dimithylamine 185 
dimithylbenzene 210 

2.4- dinitrophinylhydrazine 185 
dioxane 186 

dioxyde 

de carbone, solide 186 
de chlore 96 , 187 
de diithylene 186 
directeur du laboratoire 12, 133 
disjoncteurs 126 
dispositif anti-retour 15, 24 
dissimination de matiriel infectieux, iviter 
la 78-79 
douches 29, 35 

ibullition 102 
ichantillons 77-78 

conteneurs 77, 84, 107 
itiquetage 83-84 
ouverture 

des colis 77-78 

des tubes et ichantillonnage 84 
pour lesquels les informations sont 
limities 8 

pricautions d’usage 83-85 
riception 77 
ricolte 83-84 

systeme du triple emballage 107, 108 
transport 77, 84 
iclairage 14, 144 

icoulement, laboratoire de confinement 
31 

icran anti-projections 69 
icrans faciaux (visieres) 1 1, 72-73 
effluents/liquides contaminis 11, 12, 31 
enceinte a ivacuation totale 64 
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enceinte de laboratoire de classe III 29-30 
regulation de la ventilation 30-3 1 
enceintes de securite biologique (ESB) 
57-67, 69 
agrement 66 
animaleries 34-35 
choix 58, 63-64 
classe I 58-62 
classe II 59-62 

type A1 59-60,62 
types A2, B1 et B2 61-62 
classe III 62 

laboratoire 29-30 
contamination par des prions 86 
decontamination 67, 100 
emplacement 24, 64 
raccordements pour l’evacuation de Fair 
62-63 
utilisation 

et maintenance 65 
systematique 16, 23-24 
sans risque 64-67, 79 
encephalopathie spongiforme bovine (ESB) 
85 

enfants 10 

equipement et vetements de protection 
individuelle 72-74 
animaleries 34, 36 
enceinte de securite biologique 67 
laboratoire de base 1 1 
laboratoire de confinement 22-23 
a haute securite 29, 30 
liste de controle 148 
prions 86 

equipement et materiel 
de secours 91 
de securite 21, 68-74 

liste des controles 148-149 
laboratoire de base 16-17 
confinement 24-25 
risques 159-162 
erosion 89 

Escherichia coli K12 114 
ethanol (alcool ethylique ) 98, 187 
ethanolamine 188 
ethanolamine-2-aminoethanol 188 
ethers 122 


etiquetage, modele 83-84 
evaluation du risque microbiologique 1-2, 
7-8 

animalerie 32-33 

organismes genetiquement modifies 

115-117 

excreta, precautions d’usage 83-85 
extincteurs 126 

femmes en age de procreer 18, 148 
fenetres 

animaleries 34, 35 
laboratoire 12, 15, 23 
locaux pour invertebres 37 
filtres a air, voir fibres HEPA 
fibres a particules de haute efficacite 
(HEPA) 
animalerie 34 

contamination par des prions 86 
enceinte de securite biologique 57, 58, 
59, 60, 62, 63 

securite biologique niveau 3 : 23-24, 25 
securite biologique niveau 4 : 29-30, 31 
Holes a vide 162 
fixateurs formoles 85 
flacons a bouchon visse 17, 70 
flambees, etiologie de maladies inconnues 8 
flammes nues 66, 78 
formaldehyde 96-97, 190 
formation 137-139 
personnel 

d’animaleries 34, 36 
de laboratoire 18 
securite biologique 51-52 
utilisation des enceintes de securite 
biologique 67 

formol 97 

friction a base d’alcool pour le lavage des 
mains 98-99, 101 
frottis, pour microscopie 84 
fumigation 100 

gants 11,67,73,74 
gaz 

alimentation du laboratoire 15 
comprimes et liquefies 123, 146-147 
generateurs d’ultrasons 71, 82, 84-85, 161 
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genie genetique 113 
germicides chimiques 93-100 
glutaraldehyde 97, 191 
gouttes epaisses 84 
grillages empechant le passage des 
arthropodes 37 

groupes de risque, microbiologique 9 
classification 1-2 
laboratoire de base 9 
niveau de securite biologique 2-3 

homogeneisateurs et broyeurs de tissus 
161 

hotte a flux laminaire horizontal ou vertical 
57 

1 -hydrazino-2, 4-dinitrobenzene 185 
hydroselenite de sodium 191 
hydroxyde 

de potassium 192 
de sodium 192 
hypochlorite 

de calcium 94, 95 
de sodium 94-95, 100, 193 

incendies 21, 125-126 

listes, controles pour la prevention et la 
protection 145-146 
procedures d’urgence 90-91 
risques 125, 162 

incidents, voir accident, renversements 
incinerateurs 104-105 
incineration 21, 104-105 
ingenieurs 136 

ingestion de materiel infectieux 79-80, 

89 

inoculation accidentelle 80 

insectes volants 37 

inspection du laboratoire 41-42 

interdiction de fumer 1 1, 34 

invertebres 36, 37 

iode 99, 194 

iodophores 99 

isolateurs a depression en film ou feuille 
de plastique souple 68-69, 70 
isopropanol, propanol-2 98, 202 

jarres/incubateurs anaerobie 160, 162 


laboratoire 

agrement 41-42 

formulaire, controles de securite 43-48 
locaux, liste de controle 143 
principes directeurs 38-40 
securite biologique 51-53 
services, listes, controles de securite 
144-145 
techniques 77-87 
zones de travail 12 

voir aussi laboratoire de base, laboratoire 
de confinement, 

laboratoire de confinement a haute 
securite 

laboratoire de base (niveaux de securite 1 et 
2) 1,9-21 

code de bonnes pratiques 9-12 
conception et amenagement 12-15, 16 
equipement 13-17 
formation 18 

formulaires, controles de securite 43-48 
securite chimique, electrique, incendie, 
radioprotection et securisation 
de Fappareillage 21 
surveillance medico-sanitaire 17 
traitement des dechets 19-21 
laboratoire de confinement (securite 

biologique niveau 3) 1,2, 22-26 
appareils et equipement 24—25 
code de bonnes pratiques 22-23 
conception 23-24 
formulaire, controles de securite 48 
surveillance medico-sanitaire 25-26 
laboratoire de confinement a haute securite 
(securite biologique niveau 4) 1, 

2, 28-31 

code de bonnes pratiques 28 
conception et amenagement 29-3 1 
lavage des mains 11, 74, 101 
animaleries 34 
lavabos 15, 23, 34 
lentilles de contact 1 1 
liquides biologiques, precautions d’usage 
83-85 

liste des controles de securite 143-150 
litiere, animaux 34, 35 
lumieres a ultraviolets 65 
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lunettes a coque 71 

lutte contre les rongeurs 12, 34 

lyophilisateurs 161-162 

maladie de Creutzfeldt-Jakob (MCJ) 85 
materiel contamine voir materiel infectieux 
materiel infectieux 

autoclavage et reutilisation 20 
contact avec la peau et les yeux 79-80 
decontamination voir decontamination 
elimination 19-20, 24 
eviter la dissemination 78-79 
ingestion 79-80, 89 
liste, controles de securite 149 
lyophilise, ouverture des ampoules 83 
projections 11-12, 89-90, 107-109 
melangeurs 71, 82, 161 
mercure 194 

mesures de securite 15, 145-146 
methanol 97, 196 
methylbenzene 208 
meubles, laboratoire 14-15 
microbicide 93 
micro-incinerateurs 69, 72 
microscope, frottis et gouttes epaisses 84 
murs 14, 23 

naphthylamine 196 
nettoyage 

enceintes de securite biologique 66-67 
equipe de 136 
materiel de laboratoire 93 
refrigerateurs et congelateurs 82-83 
nettoyeurs a ultrasons 161 
ninhydrine 197 
nitrate d’argent 197 
nitrobenzene 198 

niveau de confinement, animaleries 32 
niveau de securite biologique de 
Fanimalerie (NSBA) 32 
N-phenyl-a-naphthylamine 196 
N-phenyl-p-naphthylamine 196 

objets tranchants 20 
animaleries 34 

conteneurs pour F elimination 20, 70 
eviter les blessures 74, 80, 84 


OGM voir organismes genetiquement 
modifies 

Organisation de FAviation civile 

internationale (OACI) 106 
Organisation mondiale de la Sante (OMS) 
centres collaborateurs pour la securite 
biologique 158 

Programme de securite biologique 28 
organismes genetiquement modifies 
(OGM) 113-117 
autres considerations 117 
evaluation du risque 115-116 
o-Tolidine 207 
oxyde 

de chrome VI 168 
de diethylene 206 
de tetramethylene 206 
oxygene 199 

panneau de danger biologique 9, 22, 33 

paraformaldehyde 97, 100 

peau 

contact avec la 79-80 
coupure, inoculation et erosion 89 
voir aussi blessures 
pentoxyde de phosphore 199 
peracides 99-100 

periode de garantie, materiel de laboratoire 
38-39 

permanganate de potassium 200 
peroxyde d’hydrogene 99-100, 200 
personnel 

d’entretien et de maintenance 136 
formation voir formation 
gestion de la securite biologique 12 
locaux, liste de controle 144 
objets/vetements personnels 15 
regies de securite 51-52 
responsable de la securite 133-135 
surveillance medico -sanitaire voir 

surveillance medico-sanitaire 
vaccination 157 
phenol 201 

photometre a flamme 162 
pipettage 78 

a la bouche 11,70 
dispositif 16-17, 70-71, 78 


• 216 • 


INDEX 


pipettes 17, 78 
plafonds 14, 23 
plans d’urgence 88-89 
plans de travail 
animaleries 34 
laboratoire 12 

plantes transgeniques 113,115 
plasmidepUC18 114 
portes 

animaleries 34 
laboratoire 15, 23, 29 
precautions d’usage 83-86 
prelavage 93 
premiers secours 15, 156 
primates 33 

principes directeurs, laboratoires/ 
installation 38-40 
prises reliees a la terre 126 
produit blanchissant (hypochlorite de 
sodium) 94-95, 100, 193 
produit pour friction des mains a base 
d’alcool 98-99, 101 

produits chimiques (risques) 21, 121-123 
enceinte de securite biologique 64 
explosifs 122, 162 
incompatibles 122 
listes, controle de securite 149-150 
renversements 122-123 
specifiques 163-210 
stockage 121 
toxicite 121-122 
voies d’exposition 121 
2-propanol 98, 202 
protection 

auditive 126-127 
de la face 11,72-73 
des produits 58, 60 
desyeux 11,72-73,80 
pyridine 203 

radionucleides 

enceintes de securite biologique 64 
regies de securite pour le travail avec des 

128-130 

substitution 128 

rayonnements ionisants 21, 127-130 
effets nocifs 127 


liste, controles de securite 149-150 
paillasses ou s’effectue la manipulation 
129 

principes de radioprotection 127-128 
refrigerateurs 82-83, 162 
reglementation internationale relative aux 
transports 106-107 
renversements 

dans les enceintes de securite biologique 
66 

de materiel infectieux 11,89-90, 

107-109 

de produits chimiques 122-123 
de sang 85 

representant de l’etablissement 39 
risques electriques 21, 126, 162 
liste, controles de securite 147 

salle de repos 15 
sang, precautions d’usage 83-85 
sas a air 29, 30, 36 
securite biologique 51-52 
en laboratoire 51-53 
gestion 12 

securite biologique niveau 1 : 1, 2, 

9-21 

animalerie 32-33 

classification des micro-organismes 
infectieux 1-4 

conception du laboratoire 13-15 
formulaire, controles de securite du 
laboratoire 43-45 
surveillance medico-sanitaire 17 
voir nussi laboratoire de base 
securite biologique niveau 2 : 1, 2, 9-21 
animalerie 32, 33-34 
conception du laboratoire 13-15 
formulaire, controles de securite du 
laboratoire 46-47 
surveillance medico-sanitaire 17-18 
voir aussi laboratoire de base 
securite biologique niveau 3 : 1,2, 22-26 
animalerie 32, 34—35 
conception du laboratoire 23-24 
formulaire, controles de securite du 
laboratoire 48 

voir aussi laboratoire de confinement 
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securite biologique niveau 4 : 1 , 2, 28-31 
animalerie 32, 35-36 
conception du laboratoire 29-31 
voir aussi laboratoire de confinement a 
haute securite 
selenium 204 
seringues 11,20 
serum, separation du 80 
service d’entretien des batiments 136 
services de secours 91 
sols 14,23 

souris susceptibles d’etre porteuses de 
poliovirus 115 
sporocide 93 
sterilisation 31, 92-105 
chaleur 101-104 
definition 93 

materiel contamine par des prions 
86-87 

nettoyage avant 92, 93 
voir aussi decontamination, disinfection 
stockage 

ampoules contenant du materiel 
infectieux 83 
espace, laboratoire 15 
gaz comprimes et liquefies 123, 

146-147 

liquides inflammables 146 
locaux, liste des controles de securite 

143-144 

produits chimiques 121 
sulfure d’hydrogene 205 
surveillance medico-sanitaire 
laboratoire de base 17-18 
laboratoire de confinement 25-26, 27 
liste, controles de securite 148 
symbole international indiquant un risque 
d’irradiation 129, 130 
systeme d’ expression biologique 114 
systeme de chauffage, ventilation et air 
conditionne 23-24 
liste, controles de securite 144 
systeme de circulation d’air 
combinaison pressurisee 29 
enceintes de securite biologique 57-62, 
63-64 

voir aussi systemes de ventilation 


systeme, d’emballage 107 , 108 
du triple emballage 107 , 108 
systeme de communication 28 
systeme de refroidissement, arthropodes 
37 

systemes de ventilation 
animaleries 34, 35, 36 
laboratoire 
de base 15 
de confinement 23 

a haute securite 30-31 
liste, controles de securite 144 

tablier de laboratoire 72 
technologie de recombinaison de l’ADN 

113-117 

tellurite de potassium 205 
tetrachlorure de carbone 205 
tetrahydrofuranne 206 
tetroxyde d’osmium 207 
tiques 37 
tissus 

contenant des prions 86 
precautions d’usage 85 
toilettes 144 
toluene 208 
transfert de gene 114 
transport 12, 106-109 
echantillons 77, 83-84 
materiel infectieux 20-21, 24 
reglementation internationale 
106-107 

systeme du triple emballage 107, 

108 

Transport des Marchandises dangereuses, 
Comite d’experts de l’ONU 
en matiere de (UNCEDTG) 

106 

travail en binome 28, 36 
trichlorethylene 209 
triclosan 97-98 

2,4,6-trinitrophenol (acide picrique) 122, 
171 

trousse de premiers secours 156 
tubes 

a bouchon visse 17 

bris dans les centrifugeuses 90 
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ultracentrifugeuses 160 
urgences 88-91 

conduite a tenir 89-91 
plan d’ 88-89 

securite biologique niveau 4 : 28, 31 

vaccination, du personnel 157 
vecteurs 114 

d’ expression 114 
viraux 114 
ventilation 

animaleries 34 

enceintes de securite biologique 24, 30, 
58-60, 62, 63 


laboratoire de confinement 23, 24 
a haute securite 30 
verre 84 

manipulation de debris de 89, 90, 109 
precautions pour l’utilisation 80, 84 
vestibules 23, 35, 36 
vetements de protection 29 
combinaisons 29 
pressurisees 29-30 

xylene 210 

zone d’irradiation 128-129 
zones de travail, laboratoire 1 1, 12 
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